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AI Lizenin je proteinski toksin iz deževnika Eisenia foetida, ki tvori pore v lipidnih 
membranah. V celici nastaja v monomeri obliki in ob prepoznavanju tarčnih 
membranskih lipidov, predvsem sfingomielina, tvori najprej predporo iz 9 
monomernih enot. Kasneje pride ob večjih konformacijskih spremembah do 
vsidranja tega oligomera v lipidni dvosloj in nastanka transmembranske pore. 
Lizeninska pora je zaradi svojih edinstvenih strukturnih, biokemijskih in 
biofizikalnih lastnosti zanimiva za uporabo v biotehnoloških aplikacijah. Za ta 
namen je ključno čim bolj učinkovito izražanje in čiščenje rekombinantnega 
monomernega proteina iz bakterijske celične suspenzije. V nalogi smo izvedli 
optimizacijo priprave monomerega proteina, vse od priprave ustreznega 
plazmidnega konstrukta, do postopkov čiščenja monomerega proteina in biološko 
aktivne pore. Za izboljšanje postopkov čiščenja smo izdelali plazmidni konstrukt za 
izražanje proteina v bakterijskih celicah, ki ima na C-koncu polihistidinski repek, 
kar omogoča čiščenje proteina z afinitetno kromatografijo. Položaj afinitetnega 
repka na C-koncu se je tekom poskusa izkazal za izboljšavo v primerjavi s 
položajem repka na N-koncu lizenina, saj smo na ta način iz suspenzije pridobili 
dvakrat večjo količino čistega proteina. Po izolaciji in čiščenju monomera smo 
porotvorno aktivnost lizenina preverili s testom hemolize, pravilnost zvitja pa smo 
preverili z merjenjem spektra cirkularnega dikroizma. Iz monomerov lizenina smo 
tudi pripravili pore na umetnih sistemih lipidnih membran, jih tudi izolirali in 
očistili. 
IV 
Štromajer E. Optimizacija priprave rekombinantnega monomerega proteina lizenina in njegovih por. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 601.4:577.21:606:62(043.2) 
CX biotechnology, lysenin, monomer recombinant protein, pore-forming protein, 
chromatography purification, Ni-NTA chromatography, pore assembly, 
polyhistidine tag 
AU ŠTROMAJER, Eva  
AA PODOBNIK, Marjetka (supervisor)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2019 
TI OPTIMIZATION OF PREPARATION OF MONOMERIC PROTEIN LYSENIN 
AND ITS PORE 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XI, 80 p., 13 tab., 36 fig., 44 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
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pre-pores on the surface on membranes, which undergo large conformational 
changes in order to insert into membranes and form functional pores. Lysenin pore 
has unique structural, biochemical and biophysical properties and that is why 
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For these purposes, it is crucial to have efficient expression and purification system 
to produce sufficient amounts of pure monomeric recombinant protein. In this 
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preparation, from plasmid construction to purification method as well as pore 
assembly. For purification method improvement, we designed a recombinant 
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efficient isolation and purification of monomeric lysenin we tested its pore forming 
activity and checked the correct folding via circular dichroism. Moreover, we 
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OKRAJŠAVE IN  SIMBOLI 
3D – tridimenzionalno 
CD – cirkularni dikroizem 
CDC – od holesterola odvisni citolizin (ang. cholesterol-dependant cytolysin) 
CHOL - holesterol 
Da – Dalton (kDa – kilo Dalton) 
DDM - n-dodecyl β-D-maltoside 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
DOPC – dipalmitoilfosfatidilholin (ang. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
DTT - ditiotreitol 
FPLC – hitra proteinska tekočinska kromatografija (ang. fast protein liquid 
chromatography) 
IPTG - izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid 
LB – tekoče gojišče Luria-Bertani  
LLO – listeriolizenin O 
LRP-1 – lizeninu podobni protein 1 (ang. lysenin related protein 1) 
LRP-2 - lizeninu podobni protein 2 (ang. lysenin related protein 2) 
LSN - lizenin 
LUV – veliki unilamelarni vezikli (ang. large unilamellar vesicles) 
MLV – multilamelarni vezikli (ang. Multi lamellar Vesicles) 
MQ – mili-Q voda, ultra čista voda 
NaDS – natrijev dodecil sulfat 
Ni-NTA – nikelj-nitrilotriacetna kislina 
PCR – verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PFM – porotvorni modul 
PFP – porotvorni protein 
PFT – porotvorni toksin 
Rcf – relativna centrifugalna sila (ang. Relative Centrifugal Force) 
RNA – ribonukleinska kislina 
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(ang. sodium dodecilsulfat polyacrylamidne gelelectrophoresis) 
SM - sfingomielin 
TB – gojišče Terrific broth DH5α – sev Escherichia coli , ki se ga uporablja v namene 
kloniranja plazmidne DNA 
TBE – Tris-Borate-EDTA  
TEV – virus jedkanja tobaka 
Tm – Talilna temperatura (ang. melting temperature) 
TNFα – faktor tumorske nekroze α (ang. tumor-necrosis factor) 
TRIS - 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 
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Lizenin je proteinski toksin iz deževnika Eisenia foetida, ki tvori pore v lipidnih 
membranah (Yamaji-Hasegawa in sod., 2003). Deževnik producira lizenin najprej v 
monomerni, topni obliki. Le-ta se z visoko afiniteto veže na sfingomielin v tarčnih 
membranah. Monomeri se nato začnejo združevati v urejene oligomere na površini 
membran, t.i. predpore, ki v določenem trenutku doživijo velike konformacijske 
spremembe, ki omogočijo vgreznjenje dela teh oligomerov v membrane in nastanek 
proteinskih por z osrednjim kanalčkom, ki ima zgradbo β-sodčka (Podobnik in sod., 2016; 
Hereć in sod., 2008). Rezultat luknjanja membran je liza tarčnih celic (Yamaji-Hasegawa 
in sod., 2003). Monomerna molekula lizenina je sestavljena iz dveh domen – amino-
terminalne domene, ki v procesu tvorbe pore doživi največ konformacijskih sprememb ter 
karboksi-terminalne domene, ki ima v svoji zgradbi mesto za vezavo na sfingomielin. Pora 
lizenina je sestavljena iz 9 protomernih enot. Je ionsko permeabilna in pretežno kationsko 
selektivna. Zaradi kompaktne zgradbe transmembranskega β-sodčka je pora zelo stabilna, 
ima unikatne biokemijske in strukturne lastnosti, kar omogoča njeno uporabo na različnih 
biotehnoloških področjih, kot so npr. biosenzorji, sekvenciranje nukleinskih kislin in 
proteinov itd. (Podobnik in sod., 2016). 
1.1 CILJI NALOGE 
Cilj magistrske naloge je bil pridobiti zadostno količino monomerega proteina lizenina v 
čisti obliki in posledično zadostno količino pore za možne nadaljnje analize. V laboratoriju 
je do sedaj obstajal plazmidni konstrukt, ki je omogočal pripravo lizenina iz bakterijskih 
celic, ki je polihistidinsko značko nosil na N-koncu, vendar je med postopki izražanja in 
čiščenja proteina prihajalo do velikih izgub. Delo smo si zastavili tako, da smo najprej 
izbrali ustrezen plazmidni vektor, ki je omogočal izražanje heterolognega proteina v sevih 
E. coli. Z metodami kloniranja smo nato v vektor najprej ustavili restrikcijsko mesto TEV 
in gen za protein lizenin. Izdelali smo tudi dodatni plazmidni vektor, ki je med 
polihistidinsko značko na C-koncu in mestom TEV nosil še distančnik iz 14 aminokislin. 
Sledila je optimizacija izražanja novo izdelanih plazmidnih konstruktov in nadaljnjih 
postopkov čiščenja. Namen je bil izboljšati izkoristek celotnega postopka pridobivanja 
novega rekombinantnega lizenina, od izbire ustreznega konstrukta, pogojev izražanja v 
najbolj primernem sevu E. coli, do čiščenja proteina s kromatografskimi metodami, ter 
izkoristke in lastnosti v primerjati z obstoječim konstruktom lizenina z N-končnim 
histidinskim repkom.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Protein lizenin lahko izražamo tako, da bo polihistidinski afinitetni repek, katerega namen 
je omogočiti in obenem poenostaviti izolacijo proteina, nosil na svojem N- ali C-koncu. 
Dosedanje izražanje in čiščenje smo izvajali z lizeninom, ki je značko vseboval na N- 
koncu. Ekspresija v bakterijskih celicah E. coli je bila uspešna, vendar se je velika količina 
proteina izgubila tekom postopka čiščenja na afinitetni Ni-NTA kromatografiji. Glede na 
tridimenzionalno (3D) strukturo proteina (Colibus in sod., 2012) smo predvideli, da bi 
lahko postopek izboljšali, če bi polihistidinski repek premaknili na C- konec proteina, ki je 
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nekoliko bolj izpostavljen kot N- konec. S tem bi se protein bolje vezal na nikljeve ione in 
bi prihajalo do manjših izgub. Samo izpostavljenost polihistidinskega repka pa lahko še 
dodatno povečamo z vstavitvijo podaljška pred značko.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 POROTVORNI PROTEINI 
Celične membrane predstavljajo vitalni del celic in zato so organizmi iz vseh debel 
življenja razvili različne mehanizme, s katerimi lahko uničijo ali porušijo integriteto 
membran tarčnih celic. Ti mehanizmi so se razvili kot obrambni sistemi, mehanizmi 
napada, lovljenja ali prebavljanja. Eden takšnih mehanizmov je tudi zmožnost luknjanja 
membran s tako imenovanimi proteini, ki tvorijo pore (ang. pore-forming proteins (PFP)). 
Bakterije jih proizvajajo z namenom pridobiti kompetitivno prednost pred drugimi 
mikroorganizmi za enake vire hranil, za namene dostavljanja proteinov kot alternativa 
sekrecijskim sistemom, ali za namen pobega v citosol po vstopu v tarčno celico s 
fagocitozo. Pri živalih, vključno z ljudmi, PFP tvorijo pore kot del njihove fiziološke 
oziroma imunološke aktivnosti, kar navadno vodi v celično smrt, bodisi lastne (npr. 
rakave) celice, ali pa patogena (npr. bakterijske celice). PFP pogosto porušijo ionsko 
homeostazo in zato je njihova tarča lahko tudi znotrajcelična komponenta, v tem primeru je 
vloga PFP pospešiti prenos določenih molekul z encimatsko aktivnostjo preko membrane 
(Ros in Garcia-Saez, 2015). Pri ljudeh poznamo perforine, ki se nahajajo v specializiranih 
sekretornih lizosomih v naravnih celicah ubijalkah, ki nas ščitijo pred znotrajceličnimi 
infekcijami. Perforin tvori poro v membrani tarčne celice in s tem omogoči vstop 
grancimov v njeno citoplazmo, kjer ti povzročijo celično smrt (Thiery in Lieberman, 
2014). 
 
Mnogi PFP delujejo kot toksini (ang. pore-forming toxins; PFTs). in predstavljajo eno 
največjih skupin toksinov, ki jih do danes poznamo. Najdemo jih tako pri bakterijah, 
glivah, oomicetah, knidarijih, nevretenčarjih in drugih živalih. Razdeljeni so v več družin 
(kolicini, od holesterola odvisni citolizini, aerolizinu-podobni proteini, aktinoporinom-
podobni protein idr.). Znotraj posamezne družine lahko opazimo ekstremno ohranjeno 
domeno, ki tvori poro (ang. pore forming modul; PFM), medtem ko se ostale domene, 
predvsem tiste, ki se vežejo na receptor (ang. receptor-binding domain RBD) lahko precej 
razlikujejo med posameznimi člani iste družine (Colibus in sod., 2012).  
 
Organizmi PFP producirajo v topni monomeri obliki. Da se lahko vsidrajo v tarčno 
membrano, morajo skozi velike konformacijske spremembe. Monomeri proteina 
oligomerizirajo in tvorijo transmembransko poro, ki jo zapolnjuje voda. Ta je navadno v 
obliki obroča, ki ga sestavljajo protomeri proteinov z amfifilno površino. Amfifilna narava 
proteina, ki razmakne membrano, mu omogoča sočasno interakcijo z vodotopno poro in 
hidrofobnimi acilnimi skupinami v notranjosti membranskega dvosloja (Ros in Garcia-
Saez, 2015; Anderluh in Lakey, 2008). Esencialno za vse PFP je hitro in specifično 
prepoznavanje tarčne membrane, kar zagotavlja zadostno koncentracijo PFP na površini 
tarčne membrane za nadaljnjo oligomerizacijo in formacijo pore. To še posebej velja za 
PFP, ki nastajajo v nizkih koncentracijah v okoljih, kot so prebavila in izločala. 
Specifičnost PFP dosežejo z direktnimi interakcijami z lipidi v membrani ali preko vezave 
na membranske receptorje. Oligomerizacija je pomembna, saj na ta način pridobijo dovolj 
veliko hidrofobno površino, ki zagotovi vsidranje v membrano in proteini tvorijo 
nanometerske vodne kanale preko lipidnega dvosloja (Fradin in sod., 2009).  
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Porotvorne proteine lahko kljub izredno divergentni primarni sekvenci aminokislin 
razdelimo v dva velika razreda glede na glavne značilnosti sekundarne strukture 
transmembranskega kanala, in sicer v α-PFP in β-PFP (Preglednica 1). Regija, ki tvori 
kanal skozi membrano, je pri prvih sestavljena iz α-vijačnic, pri drugi pa iz β-trakov 
(Fradin in sod., 2009). Razdelitev PFP v ti dve večji družini je leta 1997 predlagal že 
Gouaux. Vsi PFP odkriti in karakterizirani v kasnejših letih se jasno porazdelijo v ta dva 
razreda (Gouaux, 1997).  
Preglednica 1: Primeri proteinov, ki tvorijo pore, njihov izvorni organizem in razred ter družina, v katerega 
spadajo (Fradin in sod., 2009). 
PFP Družina Izvorni organizem Vloga  PFP razred 
Aerolizin Družina aerolizinov Aeromonas sp.  tvorba pore β 
α-toksin Družina aerolizinov Clostridium sp.  tvorba pore β 
Kolicin A Kolicini Escherichia coli tvorba pore α 
Lizenin Družina aerolizinov Eisenia fetida tvorba pore β 
α-hemolizin Staphylococcal PFTs Staphylococcus aureus tvorba pore β 
ε-toksin Aerolizinu podobni PFP Clostridium perfringens tvorba pore β 
Aktinoporin Aktinoporini Morska veternica tvorba pore α 
Parasporin-2 Aerolizinu podobni PFP Bacillus thuringiensis tvorba pore β 
2.1.1 Razred α-PFP  
Predstavnike proteinov iz razreda αPFP najdemo v širokem naboru proteinskih družin in 
imajo v svoji strukturi visok odstotek α-zavojev. Pogosto se organizirajo v strukturo 
sendviča s hidrofobno notranjostjo, ki jo obdaja hidrofilna površina proteina.  
 
Najbolje okarakterizirani predstavniki tega razreda PFT-jev so kolicini in toksin ClyA, oba 
iz bakterije E. coli, translokacijska domena difiteria toksina ter aktinoporini kot je FracC. 
Medtem ko je topna monomerna oblika večine α-PFP poznana, pa je struktura pore 
določena le za toksin ClyA ter poro aktinoporina FracC (Slika 1) (Tanaka in sod., 2015; 
Muller in sod., 2009). Večina α-PFP tvori oligomere, v določenih primerih brez fiksne 
stehiometrije, kar delno otežuje njihovo karakterizacijo. Monomera molekula ClyA je 
sestavljena zgolj iz α-heliksov z izjemo kratkega, topnega β-zavoja, imenovanega tudi β-
jezik, ki penetrira v membrano (Slika 1a). ClyA ni tipičen predstavnik αPFP, saj ostali 
pripadniki tega razreda ne tvorijo dobro definiranih oligomerov, ki bi jih lahko strukturno 
preučevali.  
 
Nekateri člani družine αPFP tvorijo toroidne pore, torej hidrofilne pore, delno iz proteinov 
in delno iz lipidov. 
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Slika 1: Predstavnika αPFP razreda: (a) Monomera oblika toksina ClyA, (b) pora ClyA iz 10 monomerih enot, (c) 
Monomera oblika aktinoporina FracC in (d) njegova pora (Muller in sod., 2009).  
Kljub veliki strukturni raznolikosti znotraj razreda, pa sta dve obliki nastalih por zelo 
pogosti. Prva, opisana na primeru topnega kolicina A, je sestavljena iz 10 povezanih 
heliksov, kjer 8 amfifilnih heliksov ščiti centralni hidrofobni heliks, ki je vključen v tvorbo 
pore. Druga pogosta in starodavna oblika pa je značilna za aktinoporine. Sestavljena je iz 
centralnega β-sendviča, ki je obdan s heliksi (Slika 1c). Pora se v membrani tvori tako, da 
se N- konec amfifilnega heliksa ugnezdi v membrano (Iacovache in sod., 2010).  
2.1.2 Razred β-PFP 
Razred β-PFP je bil do danes najbolj raziskan in je tudi največji razred PFP. Sestavljajo ga 
tri večje družine: od holesterola odvisni citolizini (CDC), aerolizinu podobni PFP-ji in 
hemolizini. Ti proteini nastajajo v topni obliki ter kasneje tvorijo poro, ki jo predstavlja β-
sodček, ki se razteza preko membrane. Vsak monomer doprinese po en ali dva β-zavoja, 
sestavijo se v cilindrično obliko in znotraj verig pride do tvorbe vodikovih vezi. β-zavoji 
morajo biti hidrofobni le na eni strani, tako da je le polovica proteina vodo-odbojna. 
Stranske verige, ki gledajo v notranjost kanala pa so pogosto nabite ali polarne. V 
penetraciji membrane sodeluje le določen del proteinske sekvence, medtem ko membrano-
vezavna domena ostane zunaj na njeni površini (Anderluh in Lakey, 2008). 
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2.1.2.1 Aerolizinu podobni β-PFP-ji (aβ-PFP) 
Aerolizin, član družine β-PFP, je najbolj raziskan tovrstni protein in tudi prvi, ki je bil 
povezan s citotoksičnostjo. Odkrit je bil v patogeni gram negativni bakteriji Aeromonas 
hydrophila, od takrat naprej pa so člane te družine odkrili tudi v drugih kraljestvih 
življenja, tako v arhejah, glivah, živalih in rastlinah. Okrog 90 % identificiranih aerolizinu 
podobnih β-PFP (aβ-PFP) izvira iz proteobakterij, gliv ali debla bakterij Firmicutes. 
Najbolj poznani primeri so α-toksin, ε-toksin in enterotoksin, pripadnik te družine pa je 
tudi lizenin (Slika 2). Bakterijski aβ-PFP najpogosteje ubijajo celice gostiteljskega 
organizma oziroma služijo pri odnosih znotraj vrste, medtem ko evkariontski aβ-PFP 
služijo kot obramba pred patogeni in paraziti, kot na primer enterolobin iz rastlin ali lizenin 
iz deževnika. Lahko pa sodelujejo tudi pri prebavi - tak primer so hidrolizini iz hidre 
(Podobnik in sod., 2017). 
 
Poleg pomembne vloge pri bakterijski patogenezi so aβ-PFP v zadnjem času pritegnili 
veliko pozornosti na področju nanobiotehnologije in celične biologije. Namreč, pore, ki jih 
tvorijo, so izredno stabilne in imajo številne uporabne lastnosti, ki bi jih lahko koristili za 
različne aplikacije. Ene takšnih so senzorji, sekvenatorji DNA in markerji za 
prepoznavanje specifičnih molekul na celični površin.  
 
Slika 2: Struktura nekaterih predstavnikov PFT iz različnih organizmov. Porotvorna domena je evolucijsko 
močno ohranjena, medtem ko je receptor-vezavna domena med posameznimi predstavniki različna 
(Podobnik in sod., 2017). 
2.2 LIPIDNI DVOSLOJ – PRIMARNA TARČA PFP-jev 
Ko so PFP izločeni iz izvornega organizma (ali celic), se vežejo na svojo tarčo v 
gostiteljski celični membrani preko receptorjev na njeni površini. Specifične interakcije 
omogočajo visoko selektivnost med PFP in njihovo tarčo, ki je esencialna za njihovo 
aktivnost. Najpogosteje selektivnost omogočajo določeni posamezni lipidi ali skupki le-
teh. Zelo pogosti receptorji so na primer ogljikovi hidrati ali glikoproteini, kot tudi 
fosfolipidi – sfingomielin in kardiolipin, nesaturirani lipidi in holesterol (Gilbert in sod., 
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2014). Različni tipi celic imajo membrano z različno sestavo, ki vpliva na njene fizikalno-
kemijske lastnosti (Fradin in sod., 2009).  
 
Mehanizem, preko katerega poteka interakcija med PFP in lipidom, je izredno kompleksen 
in po navadi k temu prispeva večje število lipidov in njihove fizikalno-kemične lastnosti. 
Eden najbolj očitnih mehanizmov je pri od holesterola odvisnih citolizinih, kjer je afiniteta 
do membrane odvisna od prisotnosti holesterola v lipidnem dvosloju. CDC se vežejo na s 
holesterolom bogate domene. V vezavnem mestu PFP so pogosto prisotni aminokislinski 
ostani triptofana in tirozina (Fradin in sod., 2009).  
 
Elektrostatične interakcije so drugi mehanizem, ki prispeva k prepoznavanju in 
povezovanju proteina z negativno nabitimi lipidi. Na ta način antimikrobni peptidi, 
sintetizirani v rastlinah in živalih, selekcionirajo bakterijske celice pred evkariontskimi. Po 
navadi so kationske narave, z visoko vsebnostjo lizina in arginina, kar jim daje selektivnost 
za negativno nabito površino gram-negativnih bakterij. Tak primer proteina je α-sinuklein, 
difiterija toksin in kolicin. Pri zadnjih dveh pri vezavi sodeluje tudi prepoznava z 
receptorjem. Glavni efekt elektrostatičnih interakcij je povečanje lokalne koncentracije 
PFP na površini membrane (Fradin in sod., 2009).  
 
Sfingomielin je vrsta sfingolipidov, ki predstavljajo velik del celične membrane živali. 
Pomemben je kot strukturna komponenta membrane, sodeluje pa tudi pri znotraj celičnih 
signalnih poteh. Metaboliti sfingomielina igrajo pomembno vlogo kot sekundarni 
obveščevalci pri signalni transdukciji med razvojem in diferenciacijo celice (Shogomori in 
Kobayashi, 2008). Pomemben pa je tudi kot sestavni del lipidnih raftov v membrani, ki jih 
sestavljajo tudi holesterol in drugi sfingolipidi. Takšni rafti omogočajo difuzijo različnih 
setov proteinov preko membrane in kot taki predstavljajo osnovo za celično signalizacijo, 
še posebej kot imunoreceptorji. Sfingomielin se veže z zunajceličnimi signalnimi 
molekulami kot so TNFα, γ-interferon in interleukin-1. Lizenin, PFT, specifično 
prepoznava prav skupke sfingomielina v membranah evkariontskih celic in ob interakciji 
oligomerizira in tvori poro v membrani (Shakor in sod., 2003). 
2.3 LIZENIN 
Lizenin skupaj z lizeninu-podobnim proteinom 1 (LRP-1) in lizeninu-podobnim proteinom 
2 oziroma fetidinom (LRP-2) sestavlja družino proteinov, izoliranih iz koleomske tekočine 
deževnika Eisenia fetida. Nastaja v topni monomeri obliki in se specifično veže na 
membranski receptor na tarčni membrani – sfingomielin. Ob prepoznavi svoje tarče pride 
do oligomerizacije na površini membrane in nastane predpora. Sledijo konformacijske 
spremembe, ki omogočijo vsidranje v membrano in nastane tako imenovana struktura pore 
lizenina. Lizenin ima hemolitično in citolitično aktivnost in je torej citotoksičen (Yilmaz in 
sod., 2017). 
2.3.1 Zgradba lizenina 
Lizenin je toksin, ki spada v družino aerolizinom-podobnih proteinov, kateri tvorijo β-
poro. Prvotno je bil izoliran iz koleomske tekočine deževnika Eisenia foetida, kot protein, 
ki povzroča krčenje vaskularne gladke mišice podgane (Yilmaz in sod., 2017). Njegovo 
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ime je sestavljeno iz dveh delov, prvi prihaja iz njegove fiziološke aktivnosti, saj povzroča 
lizo tarčnih celic; drugi del imena pa prihaja iz imena izvornega organizma (lysis + 
Eisenia). Lizenin je 33 kDa velik protein, njegovo sekvenco sestavlja 297 aminokislin. 
Monomer lizenina sestavljata dve domeni. Podaljšano N-končno domeno, ki je ohranjena 
med vsemi β-PFT in omogoča tvorbo pore (ang. PFM – pore forming modul); ter C-
končna β-deteljica, lektinom podobna domena, ki tvori poro preko lipidnega dvosloja 
(Slika 3). 
 
V koleomski tekočini deževnika lizenin nima nobene fiziološke aktivnosti, saj deževnik ne 
vsebuje sfingomielina v svojih membranah. Igra pa pomembno vlogo pri obrambnem 
sistemu deževnika pred drugimi kopenskimi organizmi, ki prav tako živijo v zemlji, saj se 
lizenin sprošča skozi dorzalne pore ob kemičnih ali mehanskih dražljajih iz okolja (De 
Colibus in sod., 2012). 
 
Slika 3: Prehod iz vodotopne monomere oblike lizenina v obliko, ki sestavlja poro. Na levi strani je prikazana 
monomera vodotopna oblika lizenina, na desni pa je prikazan monomeri lizenin po konformacijskih 
spremembah (Podobnik in sod., 2016).  
2.3.2 Tvorba lizeninske pore 
Glavna tarča monomere molekule lizenina je sfingomielin, ki se nahaja v lipidnih 
dvoslojih. Lizenin se specifično veže le na sfingomielin in ne na noben drug sfingolipid ali 
ceramid. Monomerni lizenin s svojo C-končno domeno prepoznava nabite fosfoholinske 
glave sfingomielinov in se nanje veže z visoko afiniteto. Sfingomielin skupaj s 
holesterolom sestavlja lipidne rafte. Ti zagotavljajo stabilno osnovo, kjer lahko pride do 
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interakcij monomer-monomer, kar je ključno za nadaljnjo oligomerizacijo. Ta se zgodi v 
dveh korakih: na površini membrane se poviša koncentracija monomerih molekul lizenina 
s pomočjo specifičnih interakcij med molekulami lizenina in sfingomielina v lipidnih 
raftih. Zaradi povečane koncentracije pride do nadaljnjih interakcij med monomeri kar 
vodi v oligomerizacijo. Na površini membrane nastane predpora, ki jo sestavlja 9 
monomerih enot in je vezana na površino membrane (De Colibus in sod., 2012). Nonamer 
je energetsko najbolj ugodna oblika za molekulo lizenina. Vsak protomer je sestavljen iz 3 
delov: N-končne domene, C-končne domene in domene iz β-zavojev. Ko nastane predpora 
sledijo nadaljnje konformacijske spremembe, ki vodijo do vsidranje nonamera v 
membrano in s tem nastanek pore lizenina (Slika 3). Predpora in pora imata podobno 
lateralno dimenzijo, medtem ko se vertikalna dimenzija pore in predpore razlikuje za 2 nm. 
Nadaljnje konformacijske spremembe PFM dela proteina v transmembranski β-sodček 
omogočijo vsidranje oligomera v membrano (Podobnik in sod., 2016).  
 
Devet monomernih enot se poveže med sabo v enaki orientaciji in tvori poro v obliki gobe, 
transmembranski del pa predstavlja dolg β-sodček. Pora je dolga 11 nm, od tega 10 nm 
predstavlja β-sodček z notranjim premerom med 1,6 do 2,5 nm. Spodnjo stran klobuka 
gobe sestavljajo C-končne domene, zgornjo stran, imenovano tudi ovratnik pa N-končne 
domene. β-sodček je lociran na sredini oligomerne strukture in je sestavljen iz devetih β-
zavojev, ki nastanejo z odvijanjem večjega dela N-končne domene protomera lizenina. 
Sodček se razteza od vrha pa do dna pore, kar je edinstvena značilnost med β-PFT. 
Natančne mere in obliko pore prikazuje Slika 4. Notranja površina kanala pore je v večini 
negativno nabita zaradi aminokislinskih ostankov, kar omogoča prehod kationov skozi 
poro (Podobnik in sod., 2016).  
 
 
Slika 4: Kristalna struktura lizeninske pore, ki jo sestavlja 9 molekul monomernega lizenina (Podobnik in 
sod., 2016). 
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2.4 PFP V BIOTEHNOLOGIJI 
Že v prejšnjem stoletju so raziskovalci ugotovili, da v organizmih obstajajo ločene poti za 
pretok ionov v in izven celic, kot so na primer Na+ in K+ ioni preko živčnih celic, in sicer 
najbolj ugoden transport preko membrane nudijo pore, napolnjene z vodo. Kasneje so 
ugotovili, da so te pore zgrajene iz proteinov. Transmembranski proteinski kanali pa imajo 
tudi mnoge druge pomembne funkcije, kot je transport vode preko celic, komunikacija in 
aktivacija mišic. Za pravilno delovanje teh ionskih kanalov je ključna njihova ionska 
selektivnost, brez le te bi prišlo do pojava bolezni in nepravilnega delovanja organizma.  
 
Iz biotehnološkega vidika je sposobnost tvorbe selektivnih in reguliranih poti v celice 
izjemno perspektivna na področju bioterapevtskih in biosenzornih aplikacij. Za tovrstne 
namene lahko na eni strani uporabljamo naravne lastnosti PFP, ki zahtevajo malo ali celo 
nič modifikacij originalne molekule. Vse bolj pa se posega tudi po tehnikah inženiringa za 
namen ustvarjanja molekul z določenimi željenimi lastnostmi, ki omogočajo prehod 
tarčnih molekul preko membrane (Panchal in sod., 2002). Če razumemo delovanje in 
tvorbo por s tovrstnimi proteini, lahko njihove lastnosti izkoriščamo za namen detekcije, 
identifikacije, kvantifikacije in fizične karakterizacije posameznih molekul (Kasianowicz 
in sod., 2015).  
 
PFP nastajajo v topni obliki in oligomerizirajo šele ob prepoznavanju tarčne molekule v 
lipidnem dvosloju. Po konformacijskih spremembah in tvorbi pore postanejo biološko 
aktivni. Tehnologija nanopor, kot imenujemo pore, ki jih tvorijo PFP v lipidnem dvosloju, 
je v zadnjih desetletjih postala izredno senzitivna, selektivna in cenovno ugodna 
tehnologija v realnem času. Uporablja se za zaznavo vse večjega števila molekul, vključno 
z ioni, polimeri, virusi, kompleksi ligand-molekula in biomolekulami. Nanopore nam 
omogočajo analizo značilnosti transporta molekule preko membrane, konformacije, 
zvijanja, velikosti, določanje sekvence in kemijskih modifikacij. Vse večje zanimanje za 
razvoj tehnologije nanopor pa je povezan predvsem z izzivom razvoja ultra-hitrega 
sekvenciranja DNA s pomočjo tovrstnih kanalov. Center fundamentalnih študij za 
biotehnološke aplikacije so bili predvsem aerolizini (Cressiot in sod., 2019).  
 
Lizenin je biotehnološko izredno zanimiv protein zaradi svojih edinstvenih biokemijskih in 
bioloških lastnosti. Veže se specifično le na sfingomielin (SM) in ne na noben drug 
fosfolipid v celični membrani. Po vezavi na membrano tarčne celice oligomerizira in 
posledično nastane pora v membranskem dvosloju, s premerom 1,6-2,5 nm, ki je 
preferenčno selektivna za katione. Laboratorijsko izolirana pora je izredno stabilna na 
visoke temperature in visoke koncentracije reducenta (Kobayashi in sod., 2004; Podobnik 
in sod., 2016). 
2.4.1 Analitične aplikacije PFP  
Transmembranski proteinski transporterji, ki vsebujejo vezavna mesta za ione, toksine, 
farmacevtike in druge molekule, so idealni kandidati za razvoj senzitivnih in selektivnih 
analitičnih naprav. PFP so privlačni za analitične namene tudi zaradi sposobnosti 
amplifikacije, saj ob vezavi analita pride do konformacijskih sprememb proteinskega 
kanala in s tem do spremembe transporta drugih molekul, ne le analita. Glavna ovira pri 
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široki uporabi PFP v biosenzoričnih napravah je težavna vstavitev v umetne lipidne 
dvosloje, ki so relativno nestabilni sistemi, in omejeno razumevanje vpliva analita na 
spremembe v proteinu in s tem na spremembe senzitivnosti.  
 
Ionski kanali in porini so energetsko neodvisni transporterji, ki igrajo ključno vlogo pri 
vzdrževanju normalne celične fiziologije. Njihove glavne karakteristike so visoka hitrost 
transporta, specifičnost in regulacija. Prehajanje skozi tovrstne kanale je odvisno od 
električne napetosti, pH, ligandov in drugih molekul, ki vplivajo na njihovo 
funkcionalnost. PFT so razred transporterjev, ki imajo prav tako sposobnost hitrega 
transporta in so sposobni tvoriti velike prevodne kanale - pore, ki se vsidrajo v membrano 
celice (Fologea in sod., 2010).  
 
Naravni in umetni ionski kanali, ki so vsidrani v dvoslojne lipidne membrane predstavljajo 
zanimivo biosenzorno osnovo za številne analitske aplikacije. Razvoj senzorjev, ki zaznajo 
posamezne molekule, je postalo pomembno področje raziskav. V naravi to poteka preko 
ionskih kanalov, ki jih odpre vezava posameznih ligandov. Ti so lahko preprosti ioni ali pa 
nevrotransmitorji, ki povzročijo začasne konformacijske spremembe, ki vodijo do 
merljivih sprememb v permeabilnosti membrane. Ena od glavnih značilnosti tovrstne 
signalizacije je tudi amplifikacija signala, ki sledi vezavi liganda na ionski kanal (Majd in 
sod., 2010).  
2.4.1.1 PFP v nanoelektroniki 
Žive celice so razvile posebne mehanizme za prenos in prejem informacij, eden takšnih je 
pretok ionov preko membran. Elektronske naprave pa se za svoje delovanje zanašajo na 
električni tok, ki teče preko anorganskih materialov. Glavni izziv na področju 
bionanoelektronike predstavlja prenos informacij med obema oblikama prenosa naboja, to 
je na meji med biološkimi sistemi in elektronskimi napravami. Bionanoelektronika 
združuje elektronske naprave in biološke procese, PFP pa so lahko mediatorji pri 
dvosmerni pretvorbi med električnim in ionskim tokom in s tem omogočajo razvoj 
bionanoelektronskih naprav (Majd in sod., 2010).  
 
Zanimiv razvoj je izdelava mehanizmov na bio-osnovi, ki bi zagotavljali električno moč s 
pomočjo bioloških por v membrani. Formacija ionskega gradienta preko ionsko-specifičnih 
kanalov v lipidnem dvosloju lahko generira membranski potencial. V živih celicah prav 
takšni transmembranski potenciali omogočajo različne biološke procese. Na osnovi tega 
principa je bila oblikovana biobaterija, ki je s pomočjo por α-hemolizina generirala 
membranski potencial preko lipidnega dvosloja. Ta PFP so modificirali tako, da je pora 
postala anionsko-specifična, vstavljena pa je bila v dvosloj, ki je ločeval dva kompartmenta 
biobaterije. Znotraj kompatmentov je bil prisoteen NaCl, pretok Cl- ionov preko pore pa je 
generiral membranski potencial (Majd in sod., 2010).  
 
Lizenin tvori prevodne nanopore v membranah, ki vsebujejo sfingomielin. Elektrostatične 
sile določajo mehanizme prehajanja ionov skozi ionski kanal. Kanal je prevoden v primeru 
pozitivnega potenciala na katerega vplivajo interakcije z monovalnetnimi ali večvalentnimi 
ioni in pH. Monovalentni ioni povečajo makroskopski tok skozi kanal v odvisnosti od 
njihove koncentracije, medtem ko večvalentni ioni postopno in reverzibilno zmanjšajo 
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sposobnost transporta skozi ionski kanal pore lizenina. Trivalentni kovinski ioni 
popolnoma blokirajo kanal, dvovalentni ioni pa jih prisilijo v delno-prevodno stanje. 
Prehajanje skozi kanale je torej odvisno od liganda. Ko se ioni pripnejo na vezavno mesto 
proteinske pore pride do konformacijskih sprememb, ki vplivajo na prevodnost. Z 
divalentnimi ioni je tako mogoče nadzirati prevodnost in velikost pore, kar omogoča 
njihovo uporabo kot kontrolirana molekulska sita oziroma v biosenzorjih. Njihova 
edinstvena karakteristika prepoznavanja različnih ionov, še posebej trivalentnih, omogoča 
njihovo uporabo v biosenzorjih za zaznavanje ionov. Z dodatkom različnih ionov lahko 
torej kontrolirano zapiramo in odpiramo kanal, kar lahko potencialno uporabimo za prenos 
makromolekul skozi naravne in umetne lipidne membrane (Fologea in sod., 2010). 
2.4.2 Sekvenciranje nukleinskih kislin z nanoporami 
Sekvenciranje DNA se v zadnjem času razvija izredno hitro, pada pa tudi cena. Vse bolj 
pomembno je natančno poznavanje DNA sekvence za namen diagnostike in kontrole 
specifičnih bolezni.  
 
V zadnjem času se pojavljajo nove tehnologije, ki omogočajo hitro in ugodno 
sekvenciranje DNA. Izkazalo se je, da lahko posamezno molekulo DNA ali RNA 
zaznamo, če jo transportiramo skozi proteinski kanal s pomočjo elektromagnetne sile. 
Transport posameznega nukleotida v polinukleotidni molekuli skozi poro v membrani, 
kateri merimo elektrostatični potencial, povzroči začasno spremembo toka ionov, ki je za 
vsak nukleotid specifična. Na podlagi spremembe toka ionov skozi poro lahko torej 
diskrimminiramo med posamezni nuklotidi. 
 
DNA sekvenciranje z nanoporami se zanaša na to, da lahko kontroliramo in nadziramo 
prehod DNA molekule preko pore, saj le tako lahko pride do zaznavanja nukleotida na 
vsaki poziciji verige. Spontano prehajanje molekule DNA preko kanala proteinskih por je 
običajno prehitro, poteka z Brownovim gibanjem, zato je potrebno interakcijo DNA – pora 
izboljšati, da zmanjšamo hitrost prehoda polimera skozi poro. To lahko storimo z 
znižanjem temperature, povečamo viskoznost raztopine, za najbolj uspešno pa se je 
izkazala uporaba encimov, kot so helikaze (Kasianowicz in sod., 2015). 
 
MinION (podjetje Oxford Nanopore Technologies) je bil prvi komercialno dostopni 
prenosni sekvenator, ki vsebuje tehnologijo nanopore za namen sekvenciranja molekul 
DNA. MinION je naprava, v kateri je 2048 proteinskih nanopor, ki jih lahko nadzorujemo 
ločeno. Nanopore omogočajo prepoznavanje nukleotidov na podlagi merjenja sprememb 
električne prevodnosti s prehajanjem verige DNA skozi poro (Slika 7). Pred začetkom je 
potrebno na oba konca molekule DNA pripeti adapterje, ki pospešijo nalaganje DNA 
molekule na encim, pripet na vhod nanopore, ki omogoča njeno nadaljnje procesiranje 
(Carter in Hussain, 2017.).  
 
MinION tehnologija omogoča prebiranje več deset kilobaznih parov dolge verige. Glavna 
prednost je tudi, da ne potrebujemo pomnoževanja molekule DNA z metodo verižne 
reakcije s polimerazo (ang. kratica PCR), saj naprava prebira eno molekulo DNA na poro 
(Laver in sod., 2015).  
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Slika 5: Slika prikazuje način delovanja sekvenatroja DNA na osnovi proteinske pore: molekula DNA 
prehaja skozi nanoporo v membrani. Identifikacija nukleinskih baz poteka na podlagi spremembe toka ionov 
iz ene strani membrane na drugo (Masoudi-Nejad in sod., 2013). 
2.4.3 PFP v nanomedicini 
Področje nanomedicine za reševanje medicinskih izzivov uporablja nanotehnologijo, pri 
čemer proteinske nanopore v zadnjem času kažejo vse več možnosti za njihovo uporabo v 
namene zdravljenja. To vključuje možnosti zdravljenja raka, razvoj novih protimikrobnih 
zdravil in dostavljanja zdravil na tarčna mesta v pacientu (Majd in sod., 2010).   
2.4.3.1 Nanopore in zdravljenje raka 
Trenutni pristopi zdravljenja raka vključujejo invazivno radiacijo in kemoterapijo, ki 
povzročata hude stranske učinke, saj poškodujeta tudi zdrave celice, problem pa je tudi 
metastaza in odpornost tumorskih celic. Zato ves čas poteka razvoj novih, bolj efektivnih, 
specifičnih in manj toksičnih terapevtskih pristopov. Potencialna nova strategija je uporaba 
poro-tvornih protimikrobnih peptidov, ki ubijajo rakaste celice. Tovrstni peptidi so 
citotoksični, saj tvorijo citolitične pore v membrani tarčne rakave celice ali pa omogočajo 
izboljšan privzem kemoterapevtskega sredstva (na primer doksorubicina) s 
permeabilizacijo membrane rakaste celice (Majd in sod., 2010).  
 
Eden večji izzivov tovrstnih aplikacij PFP je opremljanje proteinov s tarčnimi mehanizmi, 
ki PFP vodijo specifično do malignih celic. To lahko dosežemo z genetskimi 
modifikacijami samih PFP ali pa nanje kemično pripnemo primerne ligande ali protitelesa.  
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Rekombinantni toksini so hibridni citotoksični proteini oblikovani z namenom, da 
selektivno ciljajoin ubijejo rakaste celice. Difiterija toksin, spojen z interlevkinom 2 
specifično cilja T- in B-celice z namenom zdravljenja raka na limfnem sistemu. Največja 
slabost tovrstnega zdravljenja je, da morajo biti celice, ki proizvajajo take proteine, 
internalizirane, da lahko uničijo rakave celice v tkivu (Panchal in sod., 2002).  
 
Rekombinantni in specifično načrtovani porotvorni proteini, ki ciljajo tumorske celice, 
postanejo aktivni ob prisotnosti tumorskih proteaz. α-hemolizin, pora, ki je po strukturi 
podobna pori lizenina, je trenutno osnova za razvoj novih potencialnih terapij za 
zdravljenje raka kot proimunolizin. Neaktivni α-hemolizin je spojen s protitelesom, ki 
prepoznava specifični antigen na tumorski celici. V bližini tarčne celice se izražajo tumor-
specifične proteaze, ki aktivirajo α-hemolizin, da ta tvori poro in s tem ubije tarčno celico.   
(Panchal in sod., 2002; Majd in sod., 2010). 
2.4.3.2 Dostavljanje makromolekul v tarčne celice 
Pore omogočajo transport različnih molekul, med drugim tudi terapevtskih sredstev v 
tarčne celice. Prehod celične membrane predstavlja enega glavnih izzivov za dostavo 
mnogih zdravilnih molekul, še posebej polarnih in nabitih proteinov ali nukleinskih kislin. 
Porotvorni proteini lahko pospešijo transport terapevtika v citosol celice, saj so sposobni 
permeabilizacije membrane. Gramicidin je bil uporabljen PFP za dostavo plazmidne DNA 
v številne sesalske celice. Za namen dostavljanja proteinov v celice pa se uporablja 
listeriolizenin O (LLO) iz bakterije Listeria monocytogenes. Enkapsulacija LLO, skupaj z 
drugimi molekulami za dostavo, v liposome, omogoča citiosolno dostavo molekul kot so 
antigeni. Tako lahko v citosol celice dostavimo antigene, brez da bi poškodovali druge 
celice, kar se je izkazalo za učinkovit sistem za vakcinacije (Majd in sod., 2010). 
 
Porotvorni proteini imajo torej številne vloge v naravnih sistemih, njihove edinstvene 
fiziološke značilnosti pa jim odpirajo vrata tudi za aplikacije na številnih področjih v 
biotehnologiji. Na spodnji sliki (Slika 6) je zbranih nekaj ključnih nalog PFP v naravi kot 
tudi aplikacij v biotehnologiji. Nekatere med njimi še vedno predstavljajo morebitne izzive 
za prihodnje generacije raziskovalcev. 
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Slika 6: Funkcije nanopor v naravi in njihove aplikacije v nanobiotehnologiji. (a) Ionski kanali prenašajo ione 
preko celične membrane za ohranjanje homoestaze v celici in za namen signalizacije. (b) Kompleks, ki 
napade membrano, sestavljen iz litične pore s premerom 10 nm v membrani patogena. Nastane samodejno s 
proteini komplementa C5b in C9. (c) Protimikrobni peptidi se vsidrajo v membrano tarčnega mikroba in 
ustvarijo litične pore. (d) Bionanoelektronična naprava, sestavljena iz silikonske nano-žice in prekrita z 
lipidnim dvoslojem, ki vsebuje peptidne pore. (e) Translokacija enojne verige DNA preko bakterijskega 
porina, MspA, kar vodi do delne blokade pore. Nadzor translokacije poteka s spremljanjem spreminjanja toka 
ionov preko pore. (f) Aktivacija multimernih por s tumor-specifičnimi proteazami, ki ciljajoin ubijejo 
maligne celice. (g) Aktivacija nevrona z rekombinantnim, svetlobno-aktiviranim ionskim kanalom (Majd in 
sod., 2010).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
Pri delu smo uporabili naslednje kemikalije: 
- Barvilo SimplyBlueTM SafeStain (Life technologies, ZDA) 
- Brij35 (Anatrace, ZDA) 
- CutSmart Buffer (NEB, Anglija) 
- DTT (Sigma, ZDA) 
- DDM (Anatrace, ZDA) 
- DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- DOPC (Avanti Polar Lipids, ZDA) 
- EDTA (Sigma, ZDA)  
- Elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS Running Buffer (Life technologies, ZDA) 
- Etidijev Bromid 
- Glicerol (Carlo Erba Reagenti, Italija) 
- Etanol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Glukoza (Sigma, ZDA) 
- Goveja kri (Veterinarska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Slovenija) 
- HCl (Merk, Nemčija) 
- Holesterol (Avanti Polar Lipids, ZDA) 
- Imidazol (Sigma, ZDA) 
- IPTG 
- KAPA HiFi HotStar RM PCRmix 
- Kloroform (Sigma, ZDA) 
- Kvasni ekstrakt (BactoTM Yeast Extract) (BD, ZDA) 
- MES (Sigma, ZDA) 
- NaCl (Merck, Nemčija) 
- Natrijev acetat (Sigma, ZDA) 
- Natrijev fosfat (NaH2PO4 x 2H2O in Na2HPO4 x 2H2O) (Merck, Nemčija) 
- NEBuffer 3.1 (NEB, Anglija) 
- Pepton (Oxoid, Velika Britanija),  
- Proteinski standard Native Mark protein standard (Life technologies, ZDA),  
- Proteinski standard Novex® Sharp Unstained std. (Invitrogen, ZDA),  
- Pufer za NaDS-PAGE NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) (Life technologies, ZDA) 
- Sfingomielin (Avanti Polar  Lipids, ZDA) 
- Tripton (BactoTM Tryptone) (BD, ZDA) 
3.1.1.1 Encimi 
Pri delu smo uporabili naslednje encime: 
- DNA-ligaza T4 (New England BioLabs, Anglija) v postopku ligacije 
- DNA-polimeraza (KAPA-taq polimeraza) v postopku PCR namnoževanja DNA 
- Tobacco Etch Virus proteaza (TEV) zarezanje polihistidinskega repka iz izoliranega 
monomerega proteina (pridobljena v laboratoriju) 
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Pri konstrukciji plazmidnega vektorja smo uporabili restrikcijske encime, navedene v 
spodnji preglednici. 
Preglednica 2: Uporabljeni restrikcijski encimi in njihova prepoznavna zaporedja. 
Restrikcijski encim Mesto cepitve Proizvajalec 
NheI 
 
New England BioLabs, Anglija 
SalI 
 
New England BioLabs, Anglija 
HindIII 
 
New England BioLabs, Anglija 
NotI 
 
New England BioLabs, Anglija 
XhoI 
 
New England BioLabs, Anglija 
3.1.2 Gojišča 
Pri delu smo uporabili gojišči Luria-Bertani (LB) in Terrific-Broth (TB), katerih sestava je 
razvidna v spodnji preglednici.  
Preglednica 3: Uporabljena gojišča in njihova sestava na 1 liter gojišča. 
Gojišče Sestava (1000 ml) 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) 10 g NaCl, 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta, destilirana 
voda do 1000 ml 
Trdno Luria-Bertanijevo gojišče (LB) 10 g NaCl, 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 15 g agarja, 
destilirana voda do 1000 ml 
Tekoče Bogato gojišče 'Terrific-Broth' 
(TB) 
12 g triptona, 24 g kvasnega ekstrakta, 5 g glicerola, 23,1 g 
KH2PO4, 125,4 g K2HPO4  
Vsa gojišča so bila avtoklavirana 20 min pri 121 °C in 15 psi. 
3.1.3 Kompleti reagentov 
- Komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz celice Monarch plasmid 
Miniprep KIT (NEB, Anglija) 
- Komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz gela Monarch DNA gel 
extraction KIT (NEB, Anglija) 
3.1.4 Elektroforezni standardi 
Pri delu smo uporabili naslednje standarde velikosti DNA:  
- Lambda DNA/HindIII Marker 2 (Termo Fisher Scientific) 
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Slika 7: Elektroforezni standard velikosti DNA - Lambda DNA/HindIII Marker 2 na 1 % agroznem gelu. 
- 2-Log DNA Ladder (NEB, Anglija) 
 
Slika 8: Elektroforezni standard velikosti DNA - 2-Log DNA Ladder na 1 % agaroznem gelu. 
Pri delu smo uporabili naslednji standard velikosti proteinov: 
- Proteinski standard Novex® Sharp Unstained std. (Invitrogen, ZDA)  
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Slika 9: Elektroforezni standard velikosti proteinov Novex sharp unstained protein standard ločen na gelu 
NaDS-PAGE v pufru TBE. 
3.1.5 Pufri, raztopine, reagenti 
Pri delu smo uporabili pufre, naštete v spodnji razpredelnici.  
Preglednica 4: Uporabljeni pufri in njihova sestava. 
Pufer Sestava 
Pufer Y, pH 7,4 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 % (m/V) DDM 
Pufer Y2, pH 7,4 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl 
Pufer X za gelsko kromatografijo, pH 7,4 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0,3 mM Brij35 
Fosfatni pufer, pH 7 0,17 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4,  
Pufer za hibridizacijo začetnih oligonukleotidov 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl 
TBE pufer, pH 8,3 89 mM Tris, 2 mM EDTA 
1x PBS pufer za izolacijo proteinov, pH 7,4 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 
mM KH2PO4 
Pufer za spiranje proteinov iz Ni-NTA 
kromatografske kolone, ph 7,4 
0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 
mM KH2PO4, 0,5 M imidazol 
Pufer za izolacijo proteinov A, ph 7,4 50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 5 % (V/V) glicerol, 
20 mM imidazol 
Pufer za spiranje proteinov iz Ni-NTA 
kromatografske kolone B, pH 7,4 
50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 5 % (V/V) glicerol, 
0,5 M imidazol 
Eritrocitni pufer, pH 7,4 20 mM Tris, 140 mM NaCl  
Alseverjev konzervans, pH 6,1  11,5 mM glukoza, 72 mM NaCl, 27 mM Na3C6H5O7 
x 2H2O, 2,9 mM citronska kislina  
Pufer za koncentriranje monomerega lizenina, pH 
7,4 
20 mM NaCl, 50 mM TRIS-HCl, 10 % (V/V) 
glicerol 
Pufer za CD za monomeri lizenin 5 mM fosfatni pufer 
Pufer za CD za lizeninsko poro 5 mM fosfatni puffer, 0,06 mM Brij35 
 
Pufrom smo do ustreznega volumna dodali MQ (Milli-Q, ultra čista voda). Pufri so bili 
filtrirani skozi 0,22 µm filter s pomočjo vakuumske črpalke. 
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3.1.6 Bakterijski sevi 
Za konstruiranje, razmnoževanje vektorskega konstrukta in izražanje proteinov smo 
uporabili bakterijske seve, ki so navedeni v spodnji tabeli. Bakterije so bile shranjene v 
alikvotih po 100 µL in zamrznjene na -80 °C.  
Preglednica 5: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov E. coli in njihove karakteristike. 
3.1.7 Plazmidi in konstrukti 
Kot vektor za produkcijo rekombinantnih proteinov smo uporabili plazmida: 
- pET24a (5310 bp, Slika 10), v nadaljevanju označen kot pET24a_Cterm_6xHis in 
- pPROEX-HTb (4689 bp).  
 
Bakterijski sev Opis 
DH5α Celice bakterije E. coli, prilagojene za metodo transformacije pri kloniranju 
plazmidne DNA. Definirajo jih 3 mutacije, ki omogočajo sprejem 
plazmidov in modro-belo selekcijo.  
BL21(DE3) Kemijsko kompetentne celice, brez zapisa za proteazi Lon in OmpT, 
primerne za ekspresijo genov s promotorjem T7, so lambda DE3 lizogene. 
BL21(DE3)pLysS Dodaten plazmid pLysS za nižjo ekspresijo drugih proteinov v celici, kodira 
lizocim faga T7. 
BL21(DE3)RIL Vsebuje dodatne kopije genov za redke t-RNA, ki so pogosto potrebni pri 
translaciji heterolognih proteinov. 
Rosetta(DE3)pLysS Derivat seva BL21, prilagojena za sintezo evkariontskih proteinov, ki 
vsebujejo kodone, ki se v E. coli redko pojavljajo.  
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Slika 10: Vektor pET24a (5310 bp) in prikazana restrikcijskih mest. Vektor vsebuje promotor T7, selekcijski 
marker za odpornost proti kanamicinu (KanR). Primeren je za izražanje rekombinantnih proteinov v 
bakterijskih sevih E. coli (Novoprolabs, 2014). 
V te vektorje smo z restrikcijskimi encimi vstavili naslednje konstrukte: 
 
1. Gen za divji tip proteina lizenin 
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Masa proteina: 33,44 kDa 
Velikost proteina: 297 aminokislin 
 
2. TEV prepoznavna sekvenca 




Amino kislinsko zaporedje TEV prepoznavnega mesta: ENLYFQ/G 
 
Restrikcijska mesta in ustrezni restrikcijski encimi za kloniranje TEV prepoznavne 
sekvence v vektor pET24a_Cterm_6xHis: 
 
Sal1:  G/TCGAC  
Hind3:  A/AGCTT 
 
3. Distančnik, vstavljen na C-končni del plazmidnega konstrukta, med TEV 
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4. Histidinski repek na C-koncu vektorja pET24a_C-term_6xHis oziroma na N-koncu 
vektorja pPROEX-HTb: 
Nukleotidna zaporedje polihistidinskega repka: 5'CACCACCACCACCACCAC'3 
 
Amino kislinsko zaporedje polihistdinskega repka: HHHHHH 
 
Pri delu smo uporabili 3 končne oblike konstruktov. Dva smo pridobili iz izhodnega 
plazmida pET24a_C-term_6xHis. Oznaka C-term nam pove, da se polihistidinska značka 
nahaja na C-terminalnem delu vektorja, kamor kloniramo nadaljnje konstrukte. Oznaka 
6xHis pa nam pove, da je polihistidinski repek sestavljen iz 6 histidinskih amino kislinskih 
ostankov.  
Preglednica 6: Uporabljeni konstrukti in njihove velikosti v številu baznih parov. 
Konstrukt Velikost (bazni pari) 
Plasmid pET24a_C-term_6xHis 5310 
Plasmid pET24a_TEV_C-term_6xHis 5331 
Plasmid pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis 6176 
Plasmid pET24a_LSN_TEV_distančnik_C-term_6xHis 6218 
Plazmid pPROEX-HTb-Lysenin (wt) 5694 
Masa celotnega konstrukta (LSN_TEV_6xHIS) znaša 36,69 kDa, po rezanju s TEV znaša 
velikost produkta 33,85 kDa. 
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Slika 11: Shematski prikaz vektorja pPROEX-HTb-Lysenin(wt). V vektor pPROEX-HTb je vstavljen gen za 
divji tip lizenina (na sliki INSERT – Lysenin wt), ki na svojem N-koncu vsebuje TEV prepoznavno mesto 
(na sliki TEV*) in polihistidinsko značko (na sliki HIS-Tag). Velikost ogrodja vektorja znaša 4689 bp. 
Končna velikost konstrukta znaša 5694 bp.  
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Slika 12: Shematski prikaz vektorja pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. V vektor pET24a_C-term_6xHis 
smo klonirali TEV prepoznavno mesto ter gen za divji tip lizenina, ki nosi polihistidinsko značko na svojem 
C-koncu. velikost ogrodja vektorja znaša 5310 bp. Končna velikost konstrukta znaša 6176 bp.  
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Slika 13: Shematski prikaz vektorja pET24a_LSN_TEV__C-term_6xHis. V vektor pET24a_C-term_6xHis 
smo klonirali TEV prepoznavno mesto ter gen za divji tip lizenina LSN, ki nosi polihistidinsko značko na 
svojem C-koncu. Med TEV preoznavno mesto in polihistidinski repek smo dodali tudi  iz 14 amino kislin. 
Velikost ogrodja vektorja znaša 5310 bp. Končna velikost konstrukta znaša 6218 bp.  
3.1.8 Začetni oligonukleotidi 
Za vstavitev konstruktov v plazmidni vektor smo oblikovali naslednje začetne 
oligonukleotide (Preglednica 7), ki smo jih oblikovali s programom Primer3 in Oligo 
Analyzer. Izdelali so nam jih v podjetju Integrated DNA Technologies. 
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Preglednica 7: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov. V prvem stolpcu je njihova oznaka, sledi 
nukleotidno zaporedje, temperatura taljenja in vsebnost GC nukleotidnih parov. Z rdečo so označena 
prepoznavna mesta za restrikcijske encime. Začetna oligonukleotida ES3T in ES3B sta bila uporabljena za 
vstavitev TEV prepoznavnega mesta, ES3R in ES3F sta bila uporabljena za pomnožitev in vstavitev gena za 
divji tip lizenina, ES4T in ES4B pa sta bila uporabljena za vstavitev podaljška med TEV prepoznavno mesto 
in polihistidinski repek.  





ES3T 5'aaaaaagtcgacgaaaacctgtattttcagggcaagcttaaaaaa'3 63.7 33.3 
ES3B 5'ttttttaagcttgccctgaaaatacaggttttcgtcgactttttt'3 63.7 33.3 
ES3F 5’aaaaaagctagcatgtcggctaaagcagcagagggata’3 65.5 44.7 
ES3R 5’aaaaaagtcgacaccaaccacttccaaaatccactt’3 63.0 38.9 
ES4T 5'aagcggccgcggtggttctggtggttcaggtggttctggtggttcaggtggtactcgaga'3 74.9 60 
ES4B 5’tctcgagtaccacctgaaccaccagaaccacctgaaccaccagaaccaccgcggccgctt’3 74.9 60 
3.1.9 Laboratorjiska oprema 
5. avtoklav (Sutjeska, Jugoslavija),  
6. avtomatske pipete (Sartorius Biohit, Nemčija),  
7. centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Nemčija),  
8. centrifuga Rotina 35 R in Rotina 38 R (Hettich, Nemčija), 
9. Chirascan instrument CD spectroskopija (Aplplied Photophysics Limited, Anglija), 
10. čitalec mikrotitrskih plošč SynergyMX (BioTek, ZDA),  
11. dializna kaseta Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette, 0,1-0,5 ml, 10 kDa cut off (Pierce, 
ZDA),  
12. ekstrudor LiposoFast (Avestin, Kanada),  
13. elektroforezni gel NativePAGE 3-12 % Bis-Tris Mini Gel (Life technologies, 
ZDA),  
14. elektroforezni sistem XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System (Life 
Technologies, ZDA),  
15. fluorimeter (Photon Technology International, ZDA),  
16. kiveta plastična 3 ml (Helma, Nemčija),  
17. kolona za gelsko kromatografijo Superdex 200pg 10/30, 24 ml (GE Healtcare, 
Velika Britanija), 
18. kolona NiNTA Superflow (Qiagen, Nemčija), 
19. koncentrator AmiconUltra MWCO 10.000 (Millipore, ZDA),  
20. koncentrator Savant DNA SpeedVac® (Thermo Scientific, ZDA),  
21. kromatografski sistem Äkta Pürifier 10 (Amersham Biosciences, Velika Britanija),  
22. magnetno mešalo (Biosan, Latvija),  
23. membrana 400 nm Polycarbonate Membrane (Avestin, Kanada),  
24. mešalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija),  
25. mikrotitrne plošče Costar 3596, 96-well (Corning Incorporated, ZDA),  
26. naprava za merjenje DLS Zetasizer NanoZS (Malvern, Velika Britanija),  
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27. naprava za produkcijo destilirane vode RiOs16 (Merck Millipore, ZDA),  
28. naprava za produkcijo ultra čiste vode MilliQ RG (Merck Millipore, ZDA), 
29. PCR naprava GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems), 
30. pH meter Seven easy (Mettler Toledo, Švica),  
31. pipete (Corning lambda, ZDA),  
32. program BIAevaluation v3.2 (GE Healtcare, Velika Britanija),  
33. rotavapor R215 (Büchi, Švica),  
34. sonikator Ultrasonic Processor (Cole-Parmer, ZDA),  
35. spektrofotometer NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, 
ZDA), 
36. spektrometer ChirascanTM CD Spectrometer (Applied Photophysic, Velika 
Britanija) 
37. steklene kroglice (Scientific industries, ZDA),  
38. steklovina (različni proizvajalci),  
39. stresalna vodna kopel WB-30 STE (Kambič, Slovenija),  
40. tehtnica 0,01 mg - 220 g (Mettler Toledo, Švica),  
41. tehtnica 0,001 g – 420 g (KERN pej, Nemčija),  
42. termoblok CH-100 (Biosan, Latvija),  
43. ultrazvočna kopel Transsonic T460 (ELMA, Nemčija),  
44. vakuumska črpalka za filtracijo VacuumPump XFF54 23050 (Merck Millipore, 
ZDA),  
45. vodna kopel tip 1013 (GFL, Nemčija),  
46. zamrzovalnik (-20 °C) (Gorenje, Slovenija),  
47. zamrzovalnik (-80 °C) (Thermo scientific, ZDA)  
48. PCR naprava GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) 
49. Program Gen5 (BioTek instruments, ZDA) 
50. Program UNICORN 5.31 (GE Healthcare, Life Science, ZDA) 
51. Frencheva stiskalnica 
3.2 METODE 
3.2.1 Izbira plazmida za kloniranje pET24a_Cterm_6xHis 
Pri poskusu smo izhajali izplazmida pET24a_Cterm_6xHis (Slika x), v katerem je prisoten 
gen za odpornost na kanamicin. Izbrani plazmid se uporablja za in vitro ekspresijo preko 
T7 promotorja ter za kloniranje s pomočjo restrikcijskih encimov. Izbrani vektor je na C-
koncu že imel polihistidinski repek. Polihistidinski repek je sestavljen iz 6 histidinskih 
ostankov, kar proteinu doda 1 kDa molekulske mase. V ta vektor smo najprej vstavili TEV 
prepoznavno mesto, nato pa še gen za lizenin. 
 
Vektor pET24a, ki izhaja iz plazmida pBR322, vsebuje fagni promotor T7, kar omogoča 
visok nivo transkripcije in translacije v bakterijskih sevih E. coli. Ekspresija genov, 
vstavljenih v pET vektor je pod regulacijo IPTG induktorja, ki se veže na represor LacI, 
kar omogoča ekspresijo T7 RNA-polimeraze in tako transkripcijo genov. Gen za T7 RNA-
polimerazo se vsidra v E. coli kromosom in njegova ekspresija bo potekla le ob dodatku 
IPTG. pET vektor poleg močnega promotorja T7 vsebuje tudi veliko število poznanih 
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restrikcijskih mest, zato je pogosto uporabljen vektor pri ekspresiji proteinov. V 
magistrskem delu smo plazmid uporabili za ekspresijo proteina lizenina, zato smo morali v 
vektor vstaviti naslednje konstrukte.  
3.2.2 Izdelava konstrukta pET24a_TEV_Cterm_6xHis 
V izbrani vektor pET24a_Cterm_6xHis smo z metodami kloniranja vstavili najprej TEV 
prepoznavno mesto in na ta način pridobili vektor pET24a_TEV_Cterm_6xHis. Za ta 
namen smo izdelali začetna oligonukleotida ES3T in ES3B, ki sta reverzno 
komplementarna in hibridizirana skupaj zapisujeta za  prepoznavno zaporedje za 
proteazoTEV ter vsebujeta podaljške za restrikcijska encima  HindIII in SalI, ki bosta 
omogočila vstavitev prepoznavnega mesta za TEV mesta v izbrani vektor. Cilj je bi 
vstaviti TEV prepoznavno mesto med genom za lizenin in polihistidinsko značko na C-
koncu proteina. Za reakcijsko mešanico hibridizacije oligonukleotidov smo potrebovali 10 
mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 µL  25 µM ES3T, 50 µL 25 µM ES3B ter 
vodo do končnega volumna. Reakcijsko mešanico segrejemo na 95 °C ter pustimo 5 minut, 
nato počakamo, da se ohladi na sobno temperaturo. Hibridizirane oligonukleotide je nato 
potrebno očistiti EDTA in NaCl. To storimo z dodatkom ledeno hladnega absolutnega 
etanola. Uspešnost hibridizacije nato preverimo na elektroforeznem agaroznem gelu, saj se 
etidijev bromid veže le na dsDNA. Hibridizirane oligonukleotide nato izrežemo iz gela ter 
očistimo s kompletov reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz gela Monarch DNA gel 
extraction KIT.  
3.2.2.1 Plazmida pET24a 
Za namen vstavljanja hibridiziranih začetnih oligonukleotidov ES3T in ES3B smo morali 
plazmidni vektor pET24a_Cterm_6xHis rezati z restrikcijskima encimoma HindIII in SalI. 
Po navodilih proizvajalca smo rezanje izvajali 2 h na 37 °C. Restrikcijsko mešanico 
sestavljajo restrikcijski encimi, restrikcijski pufer ter plazmidna DNA. Glede količine 
restrikcijskega pufra in encimov smo se držali priporočil proizvajalca.  
 
Z restrikcijskima encimoma HindIII in SalI smo rezali tudi hibridizacijski produkt 
oligonukleotidov EST3T in EST3B, da smo na ta način dobili lepljive konce, ki so v 
naslednjem koraku omogočili ligacijo konstrukta v plazmidni vektor. 
3.2.2.2 Ligacija hibridiziranih oligonukleotidov EST3T in EST3B v plazmid pET24a 
Za ustavitev rezanih hibridiziranih oligonukleotidov EST3T in EST3B v razrezani 
pET24a_Cterm_6xHis vektor smo izvedli ligacijo s pomočjo ligacijskega pufra in encima 
DNA-ligaze T4, ki ustvari fosfodiesterke vezi med lepljivimi konci dvoverižne DNA. 
Reakcija je potekala 15 minut na 22 °C, kot priporoča proizvajalec.  
 
Ligacijsko mešanico smo nato uporabili za transformacijo bakterij E. coli DH5α kot je 
opisano v poglaju 3.2.3 Transformacija kompetentnih celic. Iz 5 kolonij, ki so zrastle na 
agarni plošči, smo izolirali plazmidno DNA, kot je opisano v poglavju 3.2.4 Izolacija 
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plazmidne DNA iz celic. Uspešnost kloniranja plazmidne DNA smo preverili s 
sekvenciranjem DNA, ki ga je opravilo podjetje Eurofins Genomics, Nemčija. 
 
Ko smo uspešno pridobili vektor pET24a_TEV_Cterm_6xHis smo nadaljevali s 
postopkom kloniranja, v izdelani vektor smo v naslednjem koraku želeli ustaviti gen za 
divji tip lizenina.  
3.2.2.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) za pomoževanje genskega zapisa za lizenin 
Da bi lahko v plazmid pET24a_TEV_Cterm_6xHis vstavili gen za protein lizenin, smo 
morali genski zapis le-tega predhodno namnožiti z verižno reakcijo s polimerazo. Za 
matrično DNA smo uporabili gen divjega tipa lizenina, ki se je nahajal v plazmidu 
pPROEX-HTb_Lysenin(wt), kjer je protein polihistidinsko značko nosil na N-koncu. 
Pripravili smo reakcijsko mešanico, ki je vsebovala ustrezne začetne oligonukleotide – 
ES3F in ES3R, ki so omogočali pomnoževanje gena za lizenin. Začetni oligonukleotidi so 
vsebovali tudi podaljške s prepoznavnim mestom za ustrezne restrikcijske encime, ki so 
omogočili vstavitev pomnoženega fragmenta v plazmidni vektor 
pET24a_TEV_Cterm_6xHis (restrikcijska encima SalI in NheI). Protokol PCR reakcije je 
prikazan v spodnji preglednici 8. 
Preglednica 8: Protokol za PCR s polimerazo KAPA taq. 
Stopnja T [°C] Čas [min] Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 3 min 1 
Denaturacija 95 30 s  
35 
 
Prileganje začetnih oligonukleotidov Tm – 5 30 s 
Sinteza dvojne verige 72 1 min 
Dokončevanje sinteze dvojne verige 72 1 min 1 
Preglednica 9: Sestava reakcijske mešanice za PCR 
Sestavine Količina 
Začetni oligonukleotidi R 10 µM 
Začetni oligonukleotidi F 10 µM 
PCR mix KAPA HiFi HotStart 25 µL 
Matrična DNA 50 ng 
Voda Do 50 µL 
Po končani reakciji smo vzorec nanesli na Agarozno gelsko elektroforezo. Pričakovana 
velikost PCR produkta je znašala 915 bp. Liso, ki je ustrezala pričakovani velikosti, smo 
izrezali iz gela, kot je opsano v poglavju 3.2.4 Izolacija plazmidne DNA iz celic.  
3.2.2.4 Restrikcija plazmida pET24a_Cterm_TEV_6xHis 
Za namen vstavljanja PCR produkta gena za lizenin v vektor  smo morali plazmidni vektor 
pET24a_Cterm_TEV_6xHis rezati z restrikcijskima encimoma SalI in NheI. Po navodilih 
proizvajalca smo rezanje izvajali 2 h na 37 °C. Restrikcijsko mešanico sestavljajo 
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restrikcijski encimi, restrikcijski pufer ter plazmidna DNA. Glede količine restrikcijskega 
pufra in encimov smo se držali priporočil proizvajalca.  
 
Z restrikcijskima encimoma SalI in NheI smo rezali tudi PCR produkt, ki smo ga izolirali 
iz gela, da smo pridobili lepljive konce in nadaljevali z ligacijo produkta v plazmidni 
vektor. 
3.2.2.5 Ligacija PCR produkta lizenina v pET24a_TEV_Cterm_6xHis plazmid 
Za ustavitev PCR produkta lizenina v razrezani pET24a_TEV_Cterm_6xHis vektor smo 
izvedli ligacijo s pomočjo ligacijskega pufra in encima DNA-ligaze T4, ki ustvari 
fosfodiesterke vezi med lepljivimi konci dvoverižne DNA. Reakcija je potekala 15 minut 
na 22 °C, kot priporoča proizvajalec.  
 
Po uspešni ligaciji smo pridobili končni plazmidni konstrukt 
pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis z genom za divji tip lizenina, ki je na C koncu vseboval 
polihistidinski repek in TEV prepoznavno mesto, ki je v postopkih čiščenja omogočalo 
odstranitev repka iz končnega proteina lizenina.  
3.2.2.6 Vstavitev aminokislinskega distančnika v vektor pET24a_Cterm_LSN_TEV_ 
6xHis 
Tretji izdelani konstrukt je bil pET24a_Cterm_LSN_TEV_distančnik_6xHis. Distančnik 
sestavljen iz 14 aminokislinlinskih preostankov, serinov in glicinov, smo vstavili za namen 
izbolšanja kasnejših postopkov čiščenja proteina lizenina na afinitetni kromatografiji. 
Distančnik smo vstavili v plazmidni vektor pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis na mesto 
med TEV prepoznavno sekvenco in polihistidinskim repkom. Za ta namen smo izdelali 
reverzno-komlementarna začetna oligonukleotida ES4T in ES4B, ki sta sestavljena iz 
zapisa za 14 aminokislinlinskih preostankov ter iz podaljškov za restrikcijske encime, ki 
bodo omogočili vstavitev podaljška v izbrani vektor (nukleotidna sekvenca je razvidna v 
Preglednici 7). Za reakcijsko mešanico hibridizacije oligonukleotidov smo potrebovali 10 
mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 µL 25 µM ES3T, 50 µL 25 µM ES3B ter 
vodo do končnega volumna. Reakcijsko mešanico segrejemo na 95°C ter pustimo 5 minut, 
nato počakamo, da se ohladi na sobno temperaturo. Hibridizirane oligonukleotide je nato 
potrebno očistiti EDTA in NaCl. To storimo z dodatkom ledeno hladnega absolutnega 
etanola. Uspešnost hibridizacije nato preverimo na elektroforeznem agaroznem gelu, saj se 
etidijev bromid veže le na dsDNA.  
3.2.2.7 Restrikcija plazmida pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis 
Za namen vstavljanja aminokislinskega podaljška v vektor  smo morali plazmidni vektor 
pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis rezati z restrikcijskima encimoma XhoI in NotI. Po 
navodilih proizvajalca smo rezanje izvajali 2 h na 37 °C. Restrikcijsko mešanico 
sestavljajo restrikcijski encimi, restrikcijski pufer ter plazmidna DNA. Glede količine 
restrikcijskega pufra in encimov smo se držali priporočil proizvajalca.  
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Z restrikcijskima encimoma XhoI in NotI smo rezali tudi hibridizirana začetna 
oligonukleotida ES4T in ES4B, da smo pridobili lepljive konce in nadaljevali z ligacijo 
produkta v plazmidni vektor. 
3.2.2.8 Ligacija aminokislinskega distančnika v plazmid 
pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis 
Za ustavitev podaljška v razrezani pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis vektor smo izvedli 
ligacijo s pomočjo ligacijskega pufra in encima DNA ligeze T4, ki ustvari fosfodiesterske 
vezi med lepljiva konca dvoverižne DNA. Reakcija je potekala 15 minut na 22 °C, kot 
priporoča proizvajalec.  
 
Po uspešni ligaciji smo pridobili končni plazmidni konstrukt 
pET24a_LSN_TEV_distančnik_Cterm_6xHis z genom za divji tip lizenina, ki je na C-
koncu vseboval polihistidinski repek in TEV prepoznavno mesto, ter aminokislinski  
distančnik med njima.   
 
Konstrukte, s katerimi smo želeli nadaljevati delo – torej izražanje proteina lizenina v 
bakterijskih sevih E. coli, smo morali najprej namnožiti do zadostne količine ter jih 
primerno očistiti. Za nadaljne delo smo tako izvedli najprej transformacijo celic DH5α. 
Transformirali smo jih s konstruktoma pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis in 
pET24a_LSN_TEV_distančnik_Cterm_6xHis. Konstrukt pPROEX-HTb_Lysenin(wt) pa 
smo že imeli pripravljen v zadostni količini, shranjenega v zamrzovalniku.  
3.2.3 Transformacija kompetentnih celic 
Transformacija bakterijskih celic je postopek horizontalnega prenosa genetskega materiala 
s katerim kompetentna celica prevzame tuji genetski material iz okolja. Za namen 
transformacije smo potrebovali genetski material – vektor z vključki in selekcijskim 
markerjem, ter kemijsko kompetentne bakterijske celice. Za namnožitve vektorja smo 
transformirali kompetentne celice DH5α. To so posebej prilagojene E.coli celice, ki imajo 
3 mutacije, kar omogoča maksimalno transformacijo. Da povečamo permeabilnost 
membrane DH5α celic, jih inkubiramo s kalcijevim karbonatom. 
 
Postopek transformacije, kot ga prikazuje Slika 14: 
1. Vzamemo kompetentne celice iz zamrzovalnika na -80 °C, počakamo da se 
odtajajo, ter dodamo 1 µL plazmidne DNA. 
2. Inkubiramo 30 minut na ledu. 
3. Izvedemo toplotni šok: epico z mešanico celice/DNA damo za 45 sekund na 42 °C 
v vodni kopeli. 
4. Postavimo epice nazaj na led za 2 minuti. 
5. Dodmo 500-1000 µL tekočega LB gojišča in epice inkubiramo 1 uro na stresalniku 
pri 37 °C in 200 obr./min. 
6. Na LB plošče z antibiotikom odpipetiramo 50 µL kulture in pustimo v inkubatorju 
pri 37 °C čez noč. 
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Slika 14: Potek kemične transformacije kompetentnih celic s toplotnim šokom (Thermofisher, 2019). 
Na LB trdni plošči z antibiotikom so zrasle le kolonije celic, ki so sprejele tujo DNA, saj 
so s tem sprejele tudi gen za rezistenco na antibiotik. 
3.2.4 Izolacija plazmidne DNA iz celic 
Za pridobivanje zadostne količine plazmida pET24a_Cterm_LSN_TEV_6xHis in 
pET24a_LSN_TEV_distančnik_Cterm_6xHis smo morali iz transformiranih DH5α 
kompetentnih celic izolirati namnoženo plazmidno DNA. Zraslo kolonijo na LB plošči z 
dodanim kanamicinom ali tudi s kloramfenikolom smo precepili v tekoče LB gojišče s 
kanamicinom ali tudi s kloramfenikolom (Preglednica 10) in pustili čez noč na stresalniku 
na 37 °C. Naslednji dan smo prekonočno kulturo centrifugirali in s pomočjo kompleta 
reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz celice Monarch plasmid Miniprep KIT (NEB) 
izvedli izolacijo plazmidne DNA iz bakterijskih celic po navodilih proizvajalca. Tako 
pridobljen in očiščen plazmidni vektor smo shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe 
oziroma do naslednje transformacije. Uspešnost ligacije smo preverjali z izrezovanjem 
vključka iz vektorja, ki ji je sledila agarozna gelska elektroforeza (poglavje 3.2.5) in 
zaznavanje DNA fragmentov pod UV svetlobo. Za vsak vključek smo uporabljali primerne 
kombinacije restrikcijskih encimov.  
3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda, ki nam omogoča ločevanje DNA 
fragmentov po velikosti. Fragmenti potujejo po agaroznem gelu ob dovajanju električne 
napetosti, krajši potujejo hitreje kot daljši in se zato ločijo glede na dolžino. DNA 
fragmente nato lahko opazujemo z dodatkom interkalirajočih snovi, ki fluorescirajo pod 
UV svetlobo.  
 
AGE smo izvedli za analizo izoliranih plazmidov, hibridiziranih oligonukleotidov, 
produktov restrikcije, ligacijskih in PCR produktov. Za namen detekcije DNA fragmentov 
smo uporabili barvilo etidijev bromid, gele smo opazovali pod UV svetlobo, saj ima 
etidijev bromid v tem spektru ekstinkcijski vrh in oddaja svetlobo.  
 
Vzorcem, ki smo jih nanašali na gel smo dodali ustrezni volumen 6x nanašalega pufra 
DNA Gel Loading Dye, do končne koncentracije 1x pufra.  
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Gele smo pripravili iz TBE pufra, agaroze in dodali etidijev bromid. Elektroforeza je 
potekala 45 minut pri 110 V napetosti.  
3.2.6 Izolacija DNA iz gela 
Po potrebi smo iz elektroforeznega gela izolirali željene fragmente DNA. Na gel smo 
nanesli PCR produkt gena za lizenin, plazmidne vektorje (pET24a_Cterm_6xHis, 
pET24a_TEV_Cterm_6xHis in pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis) in hibridizirane 
oligonukleotide (ES3T + ES3B s TEV sekvenco, ES4T + ES4B s podaljškom) po rezanju z 
restrikcijskimi encimi, da so imeli lepljive konce oziroma pridobili linearni, odprti 
plazmidni vektor. Le-te smo nato želeli pridobiti iz gela v čisti obliki in jih nadalje 
uporabiti. V ta namen smo fragmente opazovali pod UV-transiluminatorjem in jih s 
skalpelom izrezali iz gela, ter izrezani fragment prenesli v epico. Za izolacijo DNA iz gela 
smo uporabili komercialni komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz gela 
Monarch DNA gel extraction KIT. Pri izolaciji smo se ravnali po priloženih navodilih 
proizvajalca.  
3.2.7 Preverjanje DNA zaporedja vektorja z vključkom 
Nukleotidno zaporedje rekombinantnih izoliranih plazmidov so rutinsko določevali pri 
Eurofins Genomics, Nemčija. Vzorce smo pripravili po navodilih družbe. 
3.2.8 Izražanje gena za protein lizenin 
3.2.8.1 Transformacija pripravljenega plazmida v različne bakterijske seve E. coli 
Za izražanje gena za proteina smo preizkusili več različnih bakterijskih sevov. V te namene 
smo transformirali kompetentne celične linije BL21(DE3), BL21(DE3)RIL, 
BL21(DE3)pLysS in Rosetta(DE3)pLysS. Transformacija je potekala po enakem postopku 
kot za DH5α celice (opisano v Poglavju 3.2.3). Z uporabo določenih selekcijskih 
markerjev za odpornost na antibiotik smo na trdnih LBK ploščah (v nekateih primer je bil 
poleg kanamicina v gojišče dodan še kloramfenikol) dobili le kolonije bakterijskih celic, ki 
so bile uspešno transformirane. Selekcijski marker za odpornost na kanamicin se nahaja na 
samem vektorju, bakterijski sevi BL21(DE3)RIL, BL21(DE3)pLysS in 
Rosetta(DE3)pLysS pa vsebujejo še dodaten selekcijski marker in sicer za odpornost na 
kloramfenikol.  
Preglednica 10: Pregled uporabljenih bakterijskih sevov in selekcijskih markerjev in njihovih uporabljenih 
koncentracij. 
Bakterijski sev Selekcijski marker Delovna koncentracija [mg/L] 
BL21(DE3) Kanamicin 30 
BL21(DE3)RIL Kloramfenikol + kanamicin 30 + 30 
BL21(DE3)pLysS Kloramfenikol + kanamicin 30 + 30 
Rosetta(DE3)pLysS Kloramfenikol + kanamicin 30 + 30 
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Po eno kolonijo iz vsake plošče smo nato z ezo precepili v 20 ml tekočega LB gojišča z 
dodanim antibiotikom s končno koncentracijo 30 mg/L v erlenmajerici ter gojili 1 uro na 
stresalniku na 37 °C. Tako smo pridobili začetno kulturo z ustreznim številom bakterijskih 
celic. Sledila je inokulacija v 50 ml TB produkcijsko gojišče s fosfatnim pufrom (0,17 M 
KH2PO4, 0,72 M K2HPO4). V produkcijsko gojišče dodamo 1/100 končnega volumna 
začetne kulture. Nato erlenmajerico postavimo na stresalnik na 37 °C, dokler ne doseže 
željene optične gostote; OD600 nekje med 0,6 in 0,8. Optično gostoto merimo pri 600 nm, 
spektofotometer pa umerimo z TB gojiščem brez bakterijskih celic. Ko kultura doseže 
željeno optično gostoto, dodamo IPTG induktor, da je končna koncentracija 0,5 mM.   
 
Po dodatku IPTG se prične ekspresija proteina. Kulturo gojimo na izbrani temperaturi 
(temperature izražanja so bile 18, 25 in 37 °C) za izražanje želenega proteina na stresalniku 
(165 obratov/min). Gojenje kulture oziroma ekspresija proteina poteka različno dolgo 
glede na vrsto kulture in protein. 
 
Po končani ekspresiji celotno brozgo centrifugiramo 30 minut na 4500 obr./min pri 4 °C. 
Supernatant zavržemo, usedlino pa zamrznemo na -20 °C. 
3.2.9 Izolacija proteina 
Po ekspresiji se naš tarčni protein še vedno nahaja znotraj celic, zato ga je potrebno 
sprostiti iz celic. V ta namen moramo celice razbiti. Za razbijanje celic smo izvedli bodisi z 
ultrazvočnim soniciranjem ali pa z razbijanjem s pomočjo Frenchove stiskalnice. 
3.2.9.1 Ultrazvočno soniciranje 
Soniciranje je fizikalna metoda za lizo celic in s tem sproščanje njihove vsebine iz celice. 
Soniciranje pomeni dovajanje zvočne energije z namenom vzburjanja delcev v vzorcu, po 
navadi z razlogom ekstrakcije določenih komponent iz celic živih organizmov – bakterij, 
rastlin, alg. Pogosto se uporablja frekvence v območju ultrazvoka (>20 kHz). V bioloških 
aplikacijah se soniciranje najpogosteje uporablja za namene uničenja celične membrane in 
sproščanja njene vsebine. 
 
Shranjeno usedlino centrifugiranih celic resuspendiramo v ustreznem pufru (50 mM Tris, 
250 mM NaCl, 5 % glicerol, pH 7,4). Glede na količino sedimenta dodamo 4-kratno 
količino pufra. Tako pripravljeno suspenzijo celic sedaj ultrazvočno soniciramo. Vzorec v 
čaši hranimo na ledu, da se med postopkom ne segreva. Pogoje soniciranja prilagodimo 
glede na vrsto bakterijske celice in količino suspenzije. Sonda in čas soniciranja so 
prilagojeni za uporabo na bakteriji E. coli, ki proizvaja heterologne proteine. Uporabljena 
sonda je imela premer 13 mm, kar je primerno za vzorce med 10 in 250 ml. Konico 
potopimo v čašo z celično suspenzijo tako, da se nahaja med 0,5 in 1 cm od dna čaše. 
Pogoji soniciranja so navedeni v spodnji tabeli. Glede na količino suspenzije soniciranje 
tudi večkrat ponovimo.  
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Preglednica 11: Pogoji za soniciranje celične suspenzije bakterije E. coli, ki proizvaja heterologni protein. 
Čas 5 min 
Pulz 1 sec 
Pavza 2 sec 
Amplituda 38% 
3.2.9.2 Mehansko razbijanje s Frenchevo stiskalnico 
Frencheva stiskalnica je naprava, ki se uporablja za mehansko razbijanje celic in 
pridobivanje manjših delcev. Bakterijsko suspenzijo potisnemo skozi ozko tubo pod 
visokim pritiskom in s tem pride do pokanja membrane. Glavna slabost te metode je, da ni 
ponovljiva in je primerna le za majhno količino vzorca. Deluje tako, da na celice delujemo 
z visokotlačno iztisno črpalko, ki črpa suspenzijo celic skozi odprtino izpušnega ventila. 
Celično suspenzijo je potrebno pred nanosom na Frenchevo stiskalnico homogenizirati z 
ročnim homogenizatorjem, da dobimo homogeno kulturo (Vanderheiden in sod., 1970).   
 
Po končanem postopku razbijanja celic vzorec centrifugiramo 30 minut na 16000 obr./min. 
V supernatantu se nahaja naš protein v topni obliki. 
3.2.10 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom (NaDS-PAGE) je 
analitična metoda, ki omogoča ločevanje proteinov v mešanici v vzorcu glede na njihovo 
molekulsko maso v električnem polju. Proteini z večjo molekulsko maso po gelu potujejo 
počasneje kot manjši. Medij na katerem poteka separacija je poliakrilamidni gel, ki nastane 
s polimerizacijo akrilamida in bisakrilamida. Večje molekule se tako težje prebijajo skozi 
zamreženje kot manjše. Uporabljeni natrijev dodecilsulfat (ang. sodium dodecyl sulfate 
(SDS)) je anionski detergent, ki poruši pravilno zvitje proteinov z vezavo na njihove 
hidrofobne dele. Vsi proteini v vzorcu tako dobijo negativni naboj in potujejo proti 
pozitivno nabiti anodi, zato ločevanje poteka le na osnovi mase in ne po naboju (Smith, 
1984).  
 
Vzorce smo pripravili tako, da smo jih obtežili in obarvali z dodatkom nanašalnega pufra 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) (Life technologies, ZDA). Proteinske vzorce smo 
ustrezno redčili s Tris-HCl pufrom in mu nato dodali NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 
v razmerju razdredčen proteinski vzorec : NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) = 3 : 1. Vse 
skupaj nato denaturiramo 5 min na 95 °C. Pripravljene vzorce smo nato nanesli v žepke 
poliakrilamidnega gela NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gel (Life technologies, ZDA) s 
4–12 % zamreženostjo gela. Zraven smo nanesli tudi standard znanih molekulskih mas 
Novex shapr unstaind protein standard (Biorad, ZDA). Gel z nanešenimi vzorčki smo vpeli 
v elektroforezni sistem XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System (Life 
technologies, ZDA). Elektroforeza je potekala 40 min pri konstantni napetosti 200 V in 
začetnem toku 125 mA v elektroforeznem pufru NuPAGE® MES SDS Running Buffer 
(Life technologies, ZDA). 
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Po poteku elektroforeze gel obarvamo z barvilom Coomassie Brilliant Blue, s čimer 
zaznamo ločene proteine. Ločene proteine na gelu tako opazimo kot različno temne lise. 
Gel najprej odstranimo iz plastičnega nosila in ga 3-krat speremo z MQ, nato pa barvamo v 
barvilu SimplyBlueTM SafeStain (Life technologies, ZDA). Zatem smo jih ponovno spirali 
v MQ do želenega kontrasta proteinskih lis za slikanje gelov. 
3.2.11 Izolacija in čiščenje proteina 
3.2.11.1 Nikelj-afinitetna kromatografija 
Za izolacijo in čiščenje želenega proteina lizenina smo izvedli nikelj-afinitetno 
kromatografijo.  
 
Ni-NTA (Ni2+-nitrilotriocetna kislina) Superflow matriksi se uporabljajo za namen čiščenja 
proteinov, ki imajo polihistidinski repek. Kolone so namreč polnjene z Ni2+ ioni, ki so 
vezani na nosilec. Gen za protein lizenin smo pripravili tako, da je na C-koncu vseboval 
polihistidinsko značko (His-tag). 6 histidinskih ostankov ima močno afiniteto do matriksa 
v koloni in to omogoča doseganje visoke čistosti proteina že po prvem nanosu na kolono 
(Slika 15). Njena kapaciteta znaša tudi do 50 mg proteina na 1 ml nosilca ter je stabilna pri 
uporabi številnih reagentov in detergentov. Poleg His-repka je bil genu za protein dodana 
tudi TEV prepoznavna sekvenca – zaporedje aminokislin ENLYFQG, ki jih prepoznava 
TEV proteaza. Dodatek proteaze vzorcu tako omogoča specifično odstranitev His-repka s 
proteina. Za čiščenje z Ni-NTA kolono smo uporabili FPLC sistem AKTA. Sistem vsebuje 
2 črpalki – črpalko A, ki je črpala pufer A (50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 5 % (V/V) 
glicerol, 20 mM imidazol, pH 7,4) in črpalko B, ki je črpala pufer B (50 mM Tris-HCl, 250 
mM NaCl, 5 % (V/V) glicerol, 500 mM imidazol, pH 7,4). Pufer A je nanašalni pufer, ki je 
omogočil nanos vzorca s proteinom na kolono in vezavo polihistidinskih repkov na 
nikljeve ione. V pufer A smo dodali tudi 20 mM imidazol in sicer z namenom izbolšanja 
specifičnosti vezave in stabilnosti proteina. Pufer B je bil elucijski pufer in je vseboval 0,5 
M imidazol, ki je omogočal spiranje proteina iz kolone. Imidazol ima namreč večjo 
afiniteto do Ni2+ ionov kot histidinski ostanki in tako ob zadostni koncentraciji spodrine 
vezane proteine iz kolone.  
 
Uporabili smo Ni-NTA kolono, volumna 10 ml. Pred uporabo smo jo najprej sprali s 5 x 
volumnom MQ, nato pa še z pufrom A. Med tem smo si pripravili vzorec – filtriran 
supernatant, ki smo ga nanesli v stekleni valj in nato nanesli na kolono. Pretok je znašal 1,5 
ml/min, uporabljen pa je bil pufer A. V tej fazi se je naš protein s His-repkom vezal na 
nikljeve ione v koloni, ostali proteini in nečistoče pa so se sprali kot nevezana frakcija. Ko 
se je absorbanca ponovno približevala ničli, smo povečali delež pufra B na 5 % (vseboval 
je 25 mM imidazol). S tem smo se znebili še dodatnih nečistoč, ki so se šibko vezale na 
kolono. Po ponovnem padcu absorbance smo delež pufra še dodatno dvignili in sicer na 
100 % (0,5 M imidazol) in s tem smo iz kolone sprali tudi lizenin. S povišanjem 
koncentracije imidazola smo povzročili, da sta imidazol in His-repek tekmovala za 
vezavna mesta in ker ima imidazol višjo afiniteto do niklja je bil protein izpodrinjen iz 
kolone. Pri vsaki stopnji smo zbirali frakcije v falkonke po 3 ml in jih nato hranili na ledu. 
Prisotnost poroteina v posamezni frakciji smo po končanem čiščenju preverili z NaDS-
PAGE.  
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Slika 15: Slika prikazuje afiniteto med nikljevimi ioni na Ni-NTA Superflow koloni ter polihistidinskim 
repkom na proteinu lizeninu (modificirano po antibodies-online.com). 
3.2.11.2 Odstranjevanje polihistidinskega repka 
Proteinu smo v nadaljevanju želeli odstraniti polihistidinski repek, zato smo frakcijam, v 
katerih se je nahajal lizenin, dodali TEV proteazo. Predhodno smo izvedli dializo vzorca, 
da smo se znebili imidazola, ki bi lahko preprečeval delovanje TEV proteaze. V dializno 
črevo, s porami velikosti 10-12 kDa, smo nanesli frakcijo s proteinom. Črevo smo potopili 
v čašo, ki je vsebovala pufer A. Skozi pore je zaradi koncentracijskega gradienta prehajal 
le imidazol. Dializa je potekala čez noč na magnetnem mešalu v hladni sobi pri 4 °C. 
Naslednji dan smo frakciji s proteinom, ki sedaj ni več vsebovala imidazola, dodali TEV 
proteazo (koncentracija raztopine TEV proteaze je znašala 0,5 – 1 mg/ml in je bila 
pripravljena na Odseku za molekularno biologijo in nanotehnologijo). TEV proteze smo 
dodali, v molarnem razmerju, 30 x manj kot je bilo v vzorcu proteina (koncentracijo 
proteina smo izmerili na napravi NanoDrop pri absorbanci 280 nm, uporabljen 
ekstinkcijski koeficient je bil ɛ1 % =  1,7, določili smo ga iz aminokislinskega zaporedja na 
bioinformacijskem portalu ExPASy; https://www.expasy.org/). Rezanje je potekalo 4 ure 
na sobni temperaturi ob mešanju na magnetnem mešalu.  
 
Uspešnost cepitve s TEV proteazo smo preverili z NaDS-PAGE. Vzorec smo nato 
ponovno nanesli na Ni-NTA kolono z nanašalnim pufrom A (50 mM Tris-HCl, 250 mM 
NaCl, 5 % (V/V) glicerol, 20 mM imidazol, pH 7,4). Za nanos vzorca na kolono smo le-
tega ponovno nanesli v stekleni valj in ga s pretokom 1,5 ml/min nanašali na kolono. Ker v 
tej fazi naš protein ni več vseboval His-repka smo pričakovali, da se ne bo več vezal na 
nikljeve ione v koloni in se tako spiral z nevezano frakcijo. Na kolono se je vezala TEV 
proteaza, ki vsebuje His-repek, in proteini, katerim se morebiti histidinski repekni uspešno 
odrezal. Ko je po nanosu vzorca absorbanca padla proti nič, smo kolono sprali s pufrom B 
in s tem so se iz kolone izločile nečistoče in vezani proteini. Prisotnost proteina v nevezani 
frakciji smo ponovno preverili na NaDS-PAGE, nato smo ji izmerili tudi absorbanco pri 
280 nm, da smo dobili koncentracijo uspešno očiščenega proteina. 
39 
Štromajer E. Optimizacija priprave rekombinantnega monomerega proteina lizenina in njegovih por. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
3.2.12 Preverjanje aktivnosti proteina s testom hemolize 
Lizenin je hemolitično aktiven protein, zato njegovo aktivnost preverjamo s testom 
hemolize eritrocitov. Veže se namreč na sfingomielinske skupke v membrani eritrocitov in 
v njih naredi pore, kar povzroči njihovo lizo, kar lahko zaznamo spektrofotometrično. 
3.2.12.1 Priprava eritrocitov 
Najprej smo pripravili eritrocite. Za test uporabimo goveje eritrocite, ki jih hranimo v 
hladilniku na 4 °C v ustreznem pufru za shranjevanje (Alseverjev konzervans - izotonična 
raztopina, ki skrbi za pravilen osmotski tlak in preprečuje koagulacijo). 200 µL eritrocitov 
iz hladilnika zmešamo s 7 ml eritrocitnega pufra, ki služi spiranju eritrocitov, da se 
znebimo liziranih celic. Spiranje poteka tako, da mešanico eritrocitov in eritrocitnega pufra 
centrifugiramo 4 minute na 800 rpm, nato odstranimo supernatant ter ponovno dodamo 
svež pufer. Postopek ponavljamo tolikokrat, da supernatant postane povsem bister. Nato 
pripravimo osnovno suspenzijo eritrocitov, ki ji moramo umeriti absorbanco na 0,5 ± 0,01. 
To storimo tako, da pripravimo ustrezno suspenzijo spranih eritrocitov in svežega 
eritrocitnega pufra in mu pomerimo absorbanco s čitalcem mikrotitrskih plošč BIO-TEK 
na 630 nm. Eritrociti so pripravljeni, ko dobimo suspenzijo z ustrezno absorbanco. 
3.2.12.2 Priprava in analiza proteinskega vzorca 
Za test uporabimo 96-mikrotitrsko ploščo, v vsako jamico z multikanalno pipeto vnesemo 
100 µL eritrocitnega pufra. V jamice prvega stolpca dodamo 20 µL proteinskega vzorca ter 
180 µL eritrocitnega pufra. Z multikanalno pipeto premešamo vzorec in ga po 100 µL 
prenašamo naprej v jamice naslednjega stolpca. Tako dobimo padajoče 2 x serijske rečitve 
proteinskega vzorca. Tako pripravljenim jamicam mikrotiterske plošče bomo tik pred 
začetkom merjenja absorbance dodali še 100 µL pripravljene suspenzije eritrocitov.  
 
Ko so eritrociti dodani proteinskemu vzorcu, se začne postopek hemolize, zato takoj 
pričnemo z merjenjem. Za merjenje smo uporabili program Gen5, spektofotometrično smo 
spremljali kinetiko hemolize pri valovni dolžini 630 nm. Po končanem merjenju nam 
program poda grafe spreminjanja absorbance za posamezno luknjico na mikrotiterski 
plošči. Padec absorbance v času je znak, da imamo v vzorcu aktiven protein lizenin. 
3.2.13 Priprava lizeninskih por 
Za pripravo lizeninskih por smo potrebovali monomeri lizenin s koncentracijo 0,2 mg/ml v 
ustreznem pufru (50 mM TRIS/HCl, 150 mM NaCl, pH = 7,4). Koncentracijo proteina 
smo določili s pomočjo Nanodrop-a, uporabljen je bil ekstinkcijski koeficient ɛ1 % =  1,7. 
Vzorec smo nato primerno koncetrirali/redčili z uporabo 10 kDa CutOff filter-centrifugirke 
Amicon® Ultra 10K device (Millipore, Germany), na 4 °C pri 4000 rcf.  
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3.2.13.1 Priprava velikih unilamelarnih veziklov (ang. large unilamellar vesicles, LUV) 
Pripravimo mešanico lipidov sfingomielin (SM), holesterola (CHOL) in 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoholina (DOPC) v molarnem razmerju 1:1:1. Lipide nato raztopimo v 
kloroformu, pripravimo si nekoliko več mešanice lipidov zaradi vmesnih izgub. Sledi 
rotavapiranje, da odparimo kloroform, na steni bučke se pri tem tvori lipidni film. 
Začnemo s 700 mbar in počasi preidemo na 0 mbar pri 50 °C in 200 rpm. Ko kloroform 
odpari, pustimo še 1 h suhega odparevanja. Po rotavapiranju v bučko dodamo ustrezno 
količino pufra (50 mM TRIS/HCl, 150 mM NaCl, pH = 7,4) ter steklene kroglice. 
Zapremo in vorteksiramo bučko 5 minut, nato prenesemo suspenzijo v 1,5 ml epico, ki jo 
zamrznemo v tekočem dušiku. Epico nato odtalimo na 37 °C, vse skupaj pa ponovimo 
10xZa pripravo LUV-ov v nadaljevanju uporabimo ekstrudor, v našem primeru smo 
uporabili 400 nm membranice. Suspenzijo prenesemo v brizgo in z izmeničnim brizganjem 
levo-desno dobimo opalescentno raztopino. S tem smo pridobili raztopino, ki sedaj vsebuje 
velike unilamelarne vezikle, ki smo jih z ektrudiranje pridobili iz multilamelarnih veziklov 
(Slika 16). Tako pripravljeno raztopino veziklov bomo v nadaljevanju dodali vzorcu 
monomerega proteina lizenina, ki bo lahko v membranah LUV-ov tvoril pore. 
 
Slika 16: Prikaz MLV (multilamelarnih veziklov), lipidnih veziklov, in nastanek LUV s pomočjo ekstrudorja, 
ki vsebuje polikarbonatno membrano (Morgan, 2016). 
3.2.13.2 Inkubacija LUV z monomerim lizeninom 
Vodno kopel segrejemo na 37 °C ter v njej inkubiramo protein lizenin in raztopino LUV-
ov 1 uro, nato v hladni sobi čez noč. K 1 ml proteina s koncentracijo 0,2 mg/ml smo dodali 
10 µL 50 mM LUV-ov. Razmerje protein : LUVi je znašalo 1000 : 2,5. Sledi 30 minutno 
centrifugiranje na 4000 rcf na 20 °C. Supernatant odstranimo, pelet pa resuspendiramo v 
primerni količini pufra Y (1 ml), ki vsebuje detergent n-dodecil-β-D-maltopiranozoe 
(DDM), Mr = 510,6 g/mol, in katerega sestava je navedena v spodnji tabeli. Vzorec 
ponovno pustimo v vodni kopeli približno 1 uro na 37 °C oziroma dokler se usedlina 
popolnoma ne raztopi, torej da se pore sprostijo iz LUV-ov. Na koncu vzorec še 10x 
redčimo z pufrom Y2 (10 ml), ki ima enako sestavo kot pufer Y, le da ne vsebuje DDM, da 
dobimo končni delež DDM 1 %. 
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Preglednica 12: Sestava pufra Y s pH = 7,4. 
Pufer Y (pH = 7,4) Koncentracija  
TRIS/HCl 50 mM 
NaCl 100 mM 
DDM  10 %  
Za nadaljevanje čiščenja por z gelsko kromatografijo smo morali vzorec najprej 
skoncentrirati na 5 ml. To smo izvedli s pomočjo 50 kDa CutOff filter-centrifugirko 
Amicon® Ultra 10K device (Millipore, Germany). Vzorec smo centrifugirali na namizni 
centrifugi na 4000 rcf.  
3.2.14 Gelska kromatografija 
Gelska kromatografija, imenovana tudi gelska filtracija ali velikostno-izločitvena 
kromatografija, je tehnika, kjer se molekule v vzorcu ločujejo po velikost in molekulski 
masi. Stacionarno fazo oziroma nosilec, ki vsebuje mrežo definiranih por, v katere se 
ujamejo molekule v mobilni fazi, lahko predstavljajo različni materiali (agaroza, 
polidekstrani, polistiren, …). Veliki delci ne vstopajo v pore v koloni in zato potujejo 
hitreje, medtem ko se manjše molekule v koloni zadržijo dlje časa. Torej manjša kot je 
molekula, daljši je njen zadrževalni čas.  
 
Za čiščenje por smo uporabili kolono z nosilcem Superdex 200 (10/300 GL), ki omogoča 
ločevanje proteinov med 10 in 600 kDa. Nosilec predstavlja zamrežena agaroza in 
dekstrani z volumnom 24 ml.  
 
Za ločevanje proteinov smo pripravili pufer X (50 mM TRIS-HCl, 100 mM NaCl, 0,3 mM 
Brij35, pH = 7,4). Kolono smo najprej sprali s 3-kratnim volumnom MQ in 3-kratnim 
volumnom pufra X. Ko se je kolona ekvilibrirala, smo začeli z nanašanjem vzorca preko 5 
ml zanke pretoku 1,6 ml/min. Ko je čez kolono preteklo 30 ml pufra, smo začeli zbirati 
frakcije po 5 ml. Z NaDS-PAGE smo nato preverili, v katerih frakcijah se nahaja 
lizeninska pora. Frakcije v katerih se je nahajala pora smo nato združili in izvedli dializo, 
da smo zamenjali pufer (5 mM fosfatni pufer, 0,06 mM Brij35) in se tako znebili soli, ki bi 
lahko motile nadaljnje analize. Poleg pore lizenina so se iz kolone sprali tudi ostanki 
veziklov in detergenta. 
3.2.15 Cirkularni dikroizem 
3.2.15.1 Cirkularni dikroizem (CD) 
CD-spektroskopija je tehnika, ki temelji na razliki v absorbciji levo in desno-sučne krožne 
polarizirane svetlobe v optično aktivnem vzorcu pri čemer CD merimo v določenem 
spektru optične dolžine. Takšna metoda je predvsem primerna za študije sekundarne 
strukture proteinov, v daljnem-UV območju med 260 in 180 nm. V tem spektru namreč 
najbolje absorbirajo α-vijačnice, paralelne in antiparalelne β-ploskve ipd. Na spodnji sliki 
lahko vidimo tipične poteke krivulje, značilne za določene motive sekundarne strukture 
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proteinov. Iz analize cirkularnega dikroizma lahko ugotovimo, kakšni motivi so prisotni v 
preiskovanem proteinu oziroma ali je ta denaturiran.  
 
Slika 17: Shematski prikaz pričakovanih CD spektrov posameznih motivov sekundarne strukture proteinov v 
daljnjem UV-spektru. Zelena črta prikazje α-vijačnico, rdeča črta opisuje pričakovani odziv β-ploskve, črna 
črta pa naključno orientirano verigo (razvit, denaturiran protein) (Da Yu protein science, 2012). 
Za snemanje spektrov smo uporabili napravo Chirascan CD-spektometer, Applied 
Photophysics Limited (UK), s programsko opremo Chirascan. Snemanje je potekalo pri 
temperaturi 25 °C v daljnem UV območju med 190 in 250 nm, kjer dobimo informacije o 
sekundarni strukturi proteinov. Resolucija oziroma korak v valovni dolžini je znašal 0,5 
nm, čas snemanja posamezne točke pa 1 sekunda. Dolžina optične poti je znašala 1 mm, 
volumen vzorca je bil 400 µL, število ponovitev snemanja posameznega spektra pa 10.  
 
Rezultati so bili v nadaljevanju ročno obdelani v programu Microsoft Excel.  
 
CD smo pomerili dvema vzorcema: monomeri lizenin s koncentracijo c = 0,16 mg/ml v 5 
mM fosfatnem pufru s pH 7, ter poro lizenina s koncentracijo c = 0,15 mg/ml v 5 mM 
fosfatnem pufru z 0,06 mM Brij35 s pH 7. Pred merjenjem posameznega proteinskega 
vzorca smo izmerili tudi spekter pufra, v katerem se je protein nahajal – to je bilo naše 
ozadje, ki smo ga pri obdelavi podatkov odšteli od spektra proteinskega vzorca (spekter 
proteinskega vzorca-spekter ozadja/pufra). 
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4.1 IZDELAVA DNA KONSTRUKTOV 
Za uspešno izražanje gena za lizenin v bakterijskih celicah E. coli smo morali najprej 
izbrati ustrezni vektor, ki omogoča izražanje heterolognih proteinov v bakterijah. Izbrani 
plazmid pET24a_Cterm_6xHis vsebuje T7 promotor, ki ga prepozna fagna T7 RNA 
polimeraza in lahko pride do prepisovanja genov, ustavljenih pod ta promotor. Zapis za 
polimerazo mora biti prisoten v izbranih bakterijskih sevih, v katerih bomo gen izražali. 
Prav tako pa ga je moč inducirati z dodatkom IPTG in s tem nadzorujemo začetek 
ekspresije željenega proteina. Plazmid vsebuje tudi gen za selekcijski marker – odpornost 
na antibiotik kanamicin, kar omogoča selekcijo celic, ki vsebujejo plazmid. Plazmid prav 
tako že vsebuje polihistidinsko značko na C- koncu.  
4.1.1 Vstavljanje novih insertov v plazmid pET24a_Cterm_6xHis 
4.1.1.1 Priprava plazmida pET24a_TEV_C-term_6xHis  
S pomočjo ustreznih parov začetnih oligonukleotidov smo v plazmid pET24a_C-
term_6xHis najprej ustavili TEV prepoznavno mesto, dolgo 21 bp. TEV prepoznavno 
sekvenco smo ustavili za namen kasnejše odcepitve polihistidinskega repka iz končnega 
proteina. Začetne oligonukleotide (ES3T in ES3B) smo oblikovali tako, da so že vsebovali 
TEV prepoznavno mesto in mesta za rezanje z primernimi restrikcijskimi encimi (HindIII 
in SalI), preko katerih smo v plazmid pET24_C-term_6xHis ustavili TEV prepoznavno 
mesto. Začetne oligonukleotide s TEV prepoznavnim mestom smo hibridizirali. Uspešnost 
hibridizacije smo preverili z nanosom vzorca na agarozni elektroforezni gel (Slika 19). 
 
Z restrikcijskima ecimoma HindIII in SalI smo razrezali plazmid pET24a_C-term_6xHis in 
hibridizirana začetna oligonukleotida, da smo dobili lepljive konce. Nato smo s pomočjo 
encima T4 DNA ligaza vstavili rezan oligonukleotidni par v odprt plazmid pET24a_C-
term_6xHis. Z uporabo toplotnega šoka smo ligiran produkt vnesli v kompetentne 
bakterijske celice DH5α. Iz LB trdnega gojišča smo izbrali nekaj kolonij in preverili 
prisotnost ustreznega konstrukta v celici. Po namnožitvi celic smo le-te lizirali in iz njih s 
pomočjo kompletna za izolacijo izolirali namnonoženi plazmid pET24a_TEV_C-
term_6xHis. Uspešnost ligacije smo preverili z restrikcijo produkta z enakima encimoma 
(Slika 19) in nanosom na agarozno elektroforezo ter s sekvenciranjem pri podjetju Eurofins 
Genomics, Nemčija.  
4.1.1.2 Pomnoževanje gena za lizenin 
Z metodo PCR smo z ustreznimi začetnimi oligonukleotidnimi pari (ES3F in ES3R) 
pomnožili gen za lizenin divji tip, dolg 897 bp. Začetni oligonukleotidi so vsebovali mesti 
z zaporedji za restrikcijska encima (NheI in SalI), ki sta primerna za vstavitev gena v 
plazmid pET24a_C-term_6xHis s pomočjo katerega smo izražali protein v bakterijskih 
sevih. PCR postopek smo prilagodili dolžini gena in uporabljeni KAPA Taq DNA 
polimerazi po predlogih proizvajalca. Za PCR reakcijo smo uporabili že pripravljen KAPA 
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taq ReadyMix (Biosystems, ZDA), ki vsebuje vse potrebne komponente za uspešno 
pomnoževanje matrične DNA. Uspešnost pomnoževanja smo preverili z nanosom vzorca 
na elektroforezni gel (Slika 19).  
4.1.1.3 Priprava plazmida pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis 
Z restrikcijskima encimoma NheI in SalI smo razrezali plazmid pET24a_TEV_C-
term_6xHis in pomonoženi gen za lizenin. Rezani produkt z lepljivimi konci smo s 
pomočjo T4 DNA ligaze ustavili v odprt plazmid. Sestavljen plazmid smo nato s pomočjo 
toplotnega šoka vnesli v kompetentne DH5α celice in jih gojili v LB gojišču, da se je 
plazmidni konstrukt namnožil. Kulturo smo nato nanesli na trdne LB plošče z selekcijskim 
antibiotikom in počakali, da zrastejo bakterijske kolonije. Pri postopku smo si izbrali več 
kolonij iz LB trdne plošče, jih dodali vsakega v svojo erlenmajerico z 10 ml LBA tekočega 
gojišča in gojili čez noč na 37°C. Celice smo nato lizirali in s pomočjo kompleta za 
izolacijo plazmidne DNA izolirali plazmid pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. Uspešnost 
ligacije smo preverili tako z rezanjem z enakimi restrikcijskimi encimi in nanosom na 
agarozno gelsko elektroforezo (Slika 18) kot tudi s sekvenciranjem plazmidne DNA pri 
podjetju Eurofins Genomics (Nemčija). Če je prišlo do uspešne ustavitve gena za lizenin v 
plazmid smo to lahko na gelu opazili kot izrezan fragment, dolg približno 800 bp. Delo 
smo nadaljevali s plazmidom, ki je imel uspešno ustavljen gen za lizenin. Kot lahko 
vidimo na spodnji sliki gela elektroforeze je do uspešnega nastanka konstrukta prišlo pri 
vzorcu pod številko 4. Na gelu namreč opazimo manjši fragment, ki se je izrezal iz 
plazmidnega konstrukta in po velikosti ustreza dolžini gena za lizenin. 
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Slika 18: Restrikcijski profil plazmidne DNA pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis oziroma pET24a_TEV_C-
term_6xHis.  Na agarozni gel smo nanesli izolirano plazmidno DNA iz 3 različnih kolonij (označenih z A, B 
in C) kompetentnih DH5α celic, rezano z restrikcijskima encimoma NheI in SalI, ki omogočata izrez gena za 
lizenin. Za primerjavo smo nanesli tudi plazmidno DNA, ki ni bila rezana z restrikcijskimi encimi ter 
plazmid, ki ne vsebuje gena za lizenin (vzorec 9 in 10). Plazmid kolonije A vsebuje gen za lizenin, saj je ob 
restrikciji prišlo do izreza fragmenta, dolgega 800 bp, kar ustreza velikosti gena za lizenin.  
4.1.1.4 Priprava plazmida pET24a_LSN_TEV_distančnik_Cterm_6xHis 
Nato smo se lotili priprave konstrukta, ki je poleg TEV prepoznavnega mesta in gena za 
lizenin vseboval še dodatni oligonukleotidni vključek med TEV prepoznavnim mestom in 
histidinskim repekom. S pomočjo ustreznih parov začetnih oligonukleotidov (ES4T in 
ES4B) smo tako v plazmid pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis ustavili distančnik, ki 
kodria za 14 aminokislinskih preostankov s sekvenco GGSGGSGGSGGSGG, s čimer smo 
pridobili konstrukt poimenovan pET24a_LSN_TEV_distančnik_Cterm_6xHis. Začetne 
oligonukleotide smo oblikovali tako, da so že vsebovali zapis za distančnik in prepoznavna 
mesta za ustrezne restrikcijske encime (NotI in XhoI) preko katerih smo distančnik lahko 
ustavili v plazmid. Začetna oligonukleotida smo hibridizirali in uspešnost nastanka 
dvoveriže DNA preverili z nanosom na agarozno elektroforezo. Sledilo je rezanje 
hibridiziranih začetnih oligonukleotidov in plazmida z NotI in XhoI encimoma ter nato 
ligacija s T4 DNA ligazo. Uspešnost ligacije smo potrdili z določanjem nukleotidnega 
zaporedja pri podjetju Eurofins Genomics (Nemčija) in z nanosom rezanega produkta na 
agarozno elektroforezo.   
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Slika 19: Slika agaroznega gela z nanešenimi vzorci: PCR pomnožek gena za lizenin z ustreznimi začetnimi 
oligonukleotidi ES3F in ES3R, dolg 917 bp, ki vsebuje gen za divji tip lizenina; hibridizirana začetna 
oligonukleotida ES3T in ES3B, ki vsebujeta zapis za prepoznavno mesto za TEV proteazo, dolg 45 bp, na 
uspešnost hibridizacije sklepamo zaradi vezave etidijevega bromida, saj se le ta veže le na dvoverižno DNA; 
na koncu rezan plazmid pET24a_C-term_6xHis z HindIII in SalI restrikcijskim encimoma, dolg 5310 bp. 
4.2 SINTEZA PROTEINA LIZENINA 
Izražanje proteina lizenina je potekalo v različnih izbranih sevih bakterije E. coli in pod 
različnimi pogoji (temperatura, čas izražanja). Za namen optimizacije izražanja proteina 
smo uporabili 2 plazmidna vektorja, ki smo jih torej pripravili v okviru te magistrske 
naloge: pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis in pET24a_LSN_TEV_distančnik_C-
term_6xHis; plazmidni vektor pPROEX-HTb Lysenin(wt) pa smo že imeli pripravljen v 
laboratoriju. Zadnji je polihistidinsko značko nosil na N-koncu. Novo izdelani plazmidi pa 
so imeli polihistidinsko značko na C-koncu.  
 
Najprej smo se lotili izražanja proteina s plazmidom pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis, 
na podlagi tega smo najprej izbrali najbolj primeren sev za izražanje proteina lizenina.  
4.2.1 Optimizacija pogojev izražanja 
Izbira ustreznega plazmida, bakterijskega seva za izražanje in pogojev ekspresije ima velik 
vpliv na količino proteina, ki ga dobimo. Da bi pridobili čim večjo količino proteina, smo 
želeli optimizirati sam postopek izražanja proteina lizenina. Optimizacija je potekala na 
nivoju izdelave plazmidnega konstrukta, izibre ustreznega sistema (seva) za optimalno 
izražanje proteina in na nivoju izbire ustrezne temperature in poteka časa izražanja v 
izbranem sevu.  
Gen za lizenin 
Hibridizirani 
oligonukleotidi s TEV 
prepoznavnim mestom 
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4.2.1.1 Izbira ustreznega bakterijskega seva za ekspresijo proteina lizenina 
Izbrali smo 4 seve E. coli (BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3), BL21(DE3)RIL, 
Rosetta(DE3)pLysS), ki so primerni za izražanje evkariontskih heterolognih proteinov v 
bakterijskih celicah in jih transformirali s plazmidom pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis, 
ki je vseboval gen za lizenin s polihistidinsko značko na C-koncu. Pripravili smo inokulum 
prekonočne kulture različnih sevov in z njim inokulirali TB gojišče (50 ml). Inkubirali smo 
na močnem stresanju na 37 °C do OD600nm ~ 0,6 – 0,8. Ko je kultura dosegla želeno 
optično gostoto smo izražanje proteina sprožili z dodatkom IPTG-ja do končne 
koncentracije 0,5 mM. Izražanje je nato potekalo na 165 obratov/min, pri 25 °C 21 ur 
(Slika 20).  
 
Prvo izražanje je bilo namenjeno izbiri najbolj ustreznega seva E. coli. Kot najprimernejša 
seva sta se izkazala BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS, kot je razvidno v nadaljevanju.  
 
Na NaDS-PAGE smo nanesli vzorce celičnega lizata pred in po indukciji z IPTG, da smo 
preverili stopnjo izražanja lizenina po dodatku IPTG bakterijskim sevom E. coli. Kot 
vidimo na spodnji sliki 20, pred dodatkom IPTG v nobenem od vzorcev ni prisotnega 
proteina lizenina, medtem ko po končani ekspresiji lahko opazimo očitno liso pri velikosti 
okrog 40 kDa, kar nakazuje na prisotnost lizenina v vzorcu za vse testirane bakterijske 
seve. Ta se je v največji meri izražal v sevu BL21(DE3)pLysS in BL21(DE3).  
 
Slika 20: Gel prikazuje analizo sprožitve sinteze proteina lizenina s C-končno polihistidinsko značko pri 25 
°C v 4 sevih. Izražanje je trajalo 21 ur. Vsakemu sevu pripadata 2 stolpca, v prvem je vzorec kulture pred 
dodatkom IPTG, sledi vzorec kulture po 21 urah. Najvišje izražanje opazimo pri sevu BL21(DE3)pLysS, 
sledi sev BL21(DE3), medtem ko je bilo v sevu Rosetta(DE3)pLysS in BL21(DE3)RIL izražanje izredno 
nizko. Puščica nakazuje liso, ki pripada izražanemu proteinu lizeninu. Sevi so bili transformirani s 
plazmidom pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. 
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Pogoje izražanja za pridobivanje proteina smo nadalje optimizirali tako, da smo 
spreminjali temperaturo in čas izražanja po dodatku IPTG in opazovali kakšen vpliv imata 
na količino nastalega proteina lizenina. Testirani pogoji za optimizacijo so povzeti v 
Preglednici 13. 
Preglednica 13: Temperatura in čas izražanja proteina za namen optimizacije pridobivanja lizenina. Kot 






Spodnja slika prikazuje izražanje izražanje proteina pri 37 °C, ki je potekalo 4 h (Slika 21), 
da smo preverili vpliv temperature in časa izražanja na količino nastalega proteina. Glede 
na rezultate za različne temperature smo izražanje proteina lizenina nadaljevanju izvajali 
pri 25 °C in 21 h.  
 
Slika 21: Gel prikazuje izražanje proteina lizenina pri 37 °C v 4 sevih. izražanje je trajalo 4 ure. Vsakemu 
sevu prirpadata 2 stolpca, v prvem je vzorec kulture pred dodatkom IPTG, sledi vzorec kulture po 21 urah. 
Najvišje izražanje opazimo pri sevu BL21(DE3)pLysS, sledi sev BL21(DE3), medtem ko je bilo v sevu 
Rosetta(DE3)pLysS in BL21(DE3)RIL izražanje izredno nizko. Puščica nakazuje liso, ki prirpada 
izražanemu proteinu lizeninu. Sevi so bili transformirani z plazmidom pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. 
Nadaljevali smo z dvema sevoma – BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS, saj je bilo izražanje 
proteina lizenina v teh dveh sevih boljše v primerjavi z sevoma Rosetta(DE3)pLysS in 
BL21(DE3).  
Temperatura [°C] 18°C 25°C 37°C 
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4.2.2 Izbira konstrukta za izražanje proteina 
Ko smo izbrali 2 kandidatna seva, v katerih je izražanje proteina potekalo najbolje in 
pogoje izražanja le tega, smo se lotili izbire konstrukta, ki bi omogočal najboljši izkoristek 
pri čiščenju proteina na afinitetni koloni.  
4.2.2.1 Izbira seva E. coli za izražanje izbranih konstruktov 
Bakterijska seva BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS smo transformirali z vsemi 3 konstrukti 
(pPROEX-HTb Lysenin(wt); pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis in pET24a_LSN_TEV 
distančnik_C-term_6xHis), da smo lahko primerjali učinkovitost izražanja proteina 
lizenina med različnimi plazmidnimi vektorji. Kulturo celic smo po končanem izražanju na 
25 °C po 21 urah sonicirali z ultrazvočnim sonikatorjem in supernatant nanesli na NaDS-
PAGE gel (Slika 22).   
 
Slika 22: Gel prikazuje vzorce po soniciranju, torej vsebnost topnega proteina v posameznem supernatantu 
vzorca. Netopno frakcijo smo odstranili. Izražanje proteina lizenina je potekalo 21 ur na 25 °C. 2 seva E. coli 
BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS sta bila transformirana s tremi različnimi konstrukti: N predstavlja konstrukt, 
kjer ima protein histidinski repek na N-koncu - pPROEX-HTb_Lysenin(wt), C predstavlja konstrukt, kjer ima 
protein histidinski repek na C-koncu - pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis ; C* predstavlja konstrukt, kjer ima 
protein pred histidinskim repkom tudi distančnik iz 14 aminokislinskih preostankov - pET24a_LSN_TEV_C-
term_6xHis. Puščica označuje liso, ki pripada proteinu lizeninu. Na gel je bilo nanešeno 20 µL vzorca. 
Na zgornji sliki lahko vidimo, da je v bakterijskem sevu BL21(DE3)pLys nastalo največ 
proteina lizenina v topni obliki. Količina nastalega proteina se med konstruktoma 
pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis in pET24a_LSN_TEV_distančnik_C-term_6xHis ne 
razlikuje, medtem ko je s konstruktom pPROEX-HTb_Lysenin(wt) nastalo vidno manj 
proteina lizenina. Tako smo v nadaljevanju za izražanje proteina lizenina uporabili 
bakterijski sev BL21(DE3)pLys. Vidimo torej, da različni DNA konstrukti omogočajo 
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različno količino izraženega proteina. Vendar pa moramo za končno izbiro najbolj 
primernega konstrukta za izražanje proteina protein očistiti na nikelj-afinitetni 
kromatografiji, saj lahko različni konstrukti bistveno vplivajo tudi na samo izolacijo 
proteina.  
4.2.2.2 Čiščenje proteina lizenina na Ni-NTA kromatografski koloni 
Vezava proteina na nikljeve ione je odvisna od možne interakcije med polihistidinskim 
repkom in nikljevimi ioni. Za izboljšanje vezave proteina na nikljeve ione smo izvedli 
čiščenje proteina s konstrukti, ki so imeli drugačno pozicijo in s tem izpostavljenost 
histidinske značke ionom na koloni.  
 
V izbranem sevu BL21(DE3)pLysS smo v nadaljevanju torej izražali protein s tremi 
različnimi plazmidnimi konstrukti:  
1. Konstrukt, kjer je protein histidinski repek vseboval na N-koncu (pPROEX-HTb 
Lysenin(wt)) – na gelu oznaka N. 
2. Konstrukt, kjer je protein histidinski repek vseboval na C-koncu 
(pET24a_LSN_TEV _C-term_6xHis) – na gelu oznaka C. 
3. Konstrukt, kjer je protein imel pred histidinskim repkom distančnik iz 14 
aminokislinskih preostankov (pET24a_LSN_TEV_distančnik_C-term_6xHis) – na 
gelu oznaka C*. 
 
Na spodnji sliki 23 lahko vidimo rezultate čiščenja proteina s tremi različnimi konstrukti. 
Različne frakcije iz afinitetne kromatografije kjer smo pričakovali prisotnost tarčnega 
proteina so bile nanešene na NaDS-PAGE gel. Zbirali smo frakcije po 9 ml. Prva nanešena 
frakcija na gel je bila nevezana frakcija, torej del vzorca, ki se ni vezal na kolono – 
nečistoče. V tej frakciji smo želeli čim manjšo količino proteina lizenina. V nadaljevanju 
smo dvignili delež elucijskega pufra z imidazolom na 5 %. S tem smo iz kolone sprali 
slabo vezane molekule. Z enakim namenom smo nato postopno zvišali delež elucijskega 
pufra še na 10 %. V zadnjem koraku smo dvignili elucijski pufer na 100 %, kar je 
pomenilo 500 mM imidazol. V tej frakciji smo zato pričakovali največji delež lizenina. 
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Slika 23: Na gel nanešene frakcije iz Ni-NTA kromatografije čiščenja proteina lizenina z različno pozicijo 
histidinskega repka. Kot nanašalni pufer je bil uporabljen 50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 5 % glicerol, 20 
mM imidazol. Kot elucijski pufer je bil uporabljen 50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 5 % glicerol, 500 mM 
imidazol. Pretok skozi kolono je znašal 1.5 ml/min. Na gel je bilo nanešeno 25 µL vzorca. Ekspresija je 
potekala v sevu BL21(DE3)pLysS pri 25 °C, 21 h. 
Iz zgornje slike lahko sklepamo, da s pozicijo polihistidinskega repka lahko vplivamo na 
njegovo izpostavljenost in s tem na učinkovitost čiščenja proteina lizenina. Veliko razliko 
v uspešnosti čiščenja lahko namreč opazimo med lizeninom, ki je polihistidinsko značko 
vseboval na N-koncu (vzorec N) ter lizeninom z značko na C-koncu (vzorec C in C*). 
Medtem ko aminokislinski podaljšek (C*) ni izboljšal vezave na nikljeve ione v primerjavi 
s konstruktom s polihistidinsko značko na C koncu (C).  
 
Tekom optimizacije izražanja proteina lizenina smo opazili, da do velike izgube proteina 
prihaja že pri sami izolaciji proteina iz celice. Izolacijo smo izvajali z ultrasoničnim 
soniciranjem. Tako smo v ločeni fazi dobili le topen del nastalega proteina lizenina, ki se je 
nahajal v supernatantu vzorca. Netopni oziroma denaturirani protein se je po soniciranju 
nahajal v peletu z ostalimi ostanki celic.  
 
Nadaljna optimizacija je tako potekala s konstruktom pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis, 
v sevu BL21(DE3)pLysS. 
4.2.3 Izboljšava količine nastalega topnega lizenina 
Za namenom povečanja količine topnega proteina lizenina smo optimizirali čas izražanja – 
zanimalo nas je kako čas izražanja vpliva na vsebnost topnega proteina v vzorcu. V 
izbranem sevu BL21(DE3)pLysS smo v TB gojišču izražali protein lizenin pri 25 °C, 165 
obr./min. Po dodatku IPTG je pri prvem vzorcu izražanje potekalo 15 ur, pri drugem pa 18 
ur. Celice smo nato lizirali z ultrazvočnim soniciranjem in vzorec centrifugirali. Topni del 
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proteina se je nahajal v supernatantu, netopni oziroma nepravilno zviti protein pa v peletu 
(Slika 24).  
 
Slika 24: Gel prikazuje ekspresijo, ki je potekala v sevu BL21(DE3)pLysS na 25 °C, 165 obr./min s 
konstruktom pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis. Pri prvem vzorcu je ekspresija po dodatku IPTG potekala 
15 h, pri drugem pa 18 h. Protein je bil iz celice sproščen z ultrazvočnim soniciranjem, na gel smo nanesli 
supernatant po izolaciji ter pelet v katerem se nahaja netopni protein lizenin. Na gel je bilo nanešenih 12 µl 
vzorca.  
Na zgornji sliki lahko vidimo, da se po izolaciji iz celice večji del proteina kljub 
skrajšanemu času ekspresije še vedno nahaja v peletu celic torej v netopni obliki. Iz tega 
sklepamo, da s skrajšanjem časa ekspresije ne izboljšamo količine topnega proteina 
lizenina v celici. V nadaljevanju smo optimizacijo izvedli z spremembo metode izolacije – 
prešanje s Frenchevo stiskalnico.  
4.2.4 Izolacija proteina lizenina iz bakterijskih celic 
Po končani ekspresiji proteina lizenina v sevu BL21(DE3)pLysS je bilo potrebno protein 
izolirati iz celic, kjer se je nahajal. Kulturo v 50 ml TB gojišča smo centrifugirali pri 6000 
rpm, 4 °C, 10 minut. Tako smo ločili celice od ostanka gojišča.. Pelet celic smo nato 
resuspendirali v ustreznem pufru za izolacijo proteinov. Protein se je sedaj še vedno 
nahajal znotraj celic. Za namen lize celic smo izvedli ultrazvočno soniciranje z 
sonikatorjem in razbijanje celic s Frenchevo stiskalnico. Pri obeh postopkih je prišlo do 
uničenja celične membrane in s tem do sproščanja vsebine celic. Protein se v celici lahko 
nahaja v topni fazi ali v netopni – v obliki inkluzijskih telesc. Vzorec liziranih celic po 
končanem postopku razbijanja centrifugiramo 20 minut na 16.000 rpm. V supernatantu 
vzorca se nahajajo proteini v topni obliki, v peletu pa se nahajajo ostanki celic in netopni 
proteini. Količino proteina v posamezni frakciji smo preverjali z nanosom na NaDS-PAGE 
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gel, aktivnost proteina pa z testom hemolize. Supernatant tako pripravljenega vzorca smo v 
nadaljevanju filtrirali in nanesli na afinitetno kromatografijo, kjer smo protein očistili 
ostalih nečistoč, zato smo želeli, da se večji del proteina nahaja v supernatantu in ne v 
peletu vzorca.  
 
Zanimalo nas je, če postopek izolacije proteina iz celice vpliva na vsebnost proteina v 
peletu oziroma v supernatantu. Lizo celic smo torej izvedli z dvema metodoma in 
primerjali količino proteina, ki se nahaja v supernatantu vzorca. Metodi, ki smo ju izvedli 
sta bili: ultrazvočno soniciranje s sonikatorjem, po protokolu prilagojenemu za razbijanje 
bakterijskih celic E. coli, ali z mehanskim razbijanjem s Frenchevo stiskalnico. 
 
Za ta namen smo izvedli ekspresijo lizenina z dvema različnima konstruktoma: s 
polihistidinskim repkom na C koncu brez distančnika in z repkom na N-koncu. Izražanje je 
potekalo na 25 °C, 21 h. Vzorec s lizeninom z C-končno značko (na gelu oznaka C) in 
vzorec z lizeninom z N-končno (na gelu oznaka N) značko smo po končani ekspresiji 
lizirali na dva različna načina: s sonikatorjem ali s Frenchevo stiskalnico. Na spodnji sliki 
(Slika 25) lahko vidimo vzorce pred in po indukciji z IPTG, ter pelete centrifugiranih 
liziranih celičnih kultur. Kot vidimo je v peletu ostalo nekaj lizenina pri obeh uporabljenih 
metodah. To verjetno pomeni, da se nekaj proteina nahaja v netopni obliki. Ostanek pa je v 
peletu tudi zaradi nepopolnega liziranja, torej tekom izolacije proteina iz celic verjetno ni 
prišlo do lize vseh bakterijskih celic, pri peletu pa je ostalo tudi nekaj supernatanta, ki ga 
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Slika 25: Na levi strani gel ekspresije lizenina z dvema različnima konstruktoma: pET24a_LSN_TEV_C-
term_6xHis – oznaka C (vzorci 1 in 2; 7 in 9) in pPROEX-HTb Lysenin(wt) – oznaka N (vzorci 4 in 5; 6 in 
8); na desni strani peleti centrifugiranih proteinskih vzorcev (vzorci 6 – 9). V stolpcih 6 in 7 je primer 
izolacije s soniciranjem, v stolpcih 8 in 9 pa je bila uporabljena Frencheva stiskalnica. 
Iz zgornje slike lahko zaključimo, da z izbiro drugačne metode razbijanja celic ne 
vplivamo na zmanjšanje količine netopnega proteina lizenina v peletu vzorca ne glede na 
izbrani konstrukt proteina lizenina z N- ali C-končno polihistidinsko značko. Sklepamo, da 
v celicah E. coli lahko nastane le omejena količina topnega proteina lizenina, višek pa se v 
celicah pakira v inkluzijska telesca. 
 
V nadaljevanju smo topni protein, ki se je nahajal v supernatantu po izolaciji iz celic 
nanesli na Ni-NTA afinitetno kolono. Čiščenje proteina smo izvedli s konstruktom 
pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis, ki smo ga izražali v celica BL21(DE3)pLysS na 25 
°C, 21 ur. Čiščenje smo izvedli na vzorcu, kjer smo izolacijo iz celic izvedli s soniciranjem 
in na vzorcu, ki smo ga sprešali s Frenshevo stiskalnico. 
4.3 ČIŠČENJE MONOMERNEGA PROTEINA LIZENIN 
Monomeri lizenin se je po izolaciji iz celice s soniciranjem oziroma s Frenchevo 
stiskalnico nahajal v supernatantu vzorca, kjer so se nahajali še mnogi drugi proteini in 
molekule iz celice v topni obliki. Ker smo ga želeli pridobiti v čisti obliki smo ga morali 
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očistiti drugih nečistoč. Lizenin je na svojem C-koncu vseboval polihistidinsko značko, ki 
nam je omogočila čiščenje proteina z afinitetno kromatografijo.  
4.3.1 Optimizacija Ni-NTA kromatografske metode 
Za pridobivanje monomera lizenina iz supernatanta liziranih bakterijskih celic, smo 
izvajali Ni-NTA kromatografsko metodo. Lizenin smo iz mešanice molekul ločili s 
pomočjo afinitete med Ni2+ ioni na kromatografski koloni in polihistidinskim repkom na 
proteinu. Za izvajanje metode smo potrebovali dva različna pufra. Prvi je bil nanašalni 
pufer in je omogočil nanos stabilnih, topnih monomreov na kolono in njihovo vezavo na 
nikljeve ione. V prvih poskusih smo kot nanašalni pufer uporabljali 1x PBS pufer (0,137 M 
NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4). vendar fosfatni pufer ni 
kompatibilen z dvovalentnimi ioni, saj lahko precipitira. V kasnejših poskusih smo ta pufer 
zamenjali s pufrom A (50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 5 % glicerol, 20 mM imidazol, 
pH 7,4) z namenom izboljšanja stabilnosti proteina med postopki čiščenja. TRIS namreč 
zagotavlja boljšo kemijsko stabilnost vodnih raztopin. Pretok pufra za nanos proteina je 
znašal 1,5 ml/min, da so imeli proteini čas, da se afinitetno vežejo na kolono z 
polihistidinskim repkom. Ostali proteini, brez repka, se na kolono niso vezali in se iz nje 
spirali z nevezano frakcijo. Drugi pufer, ki smo ga uporabljali tekom kromatografskih 
metod je bil elucijski pufer s katerim smo vezani protein sprali iz kolone. Sprva smo kot 
elucijski pufer uporabljali 1 x PBS z dodatkom 500 mM imidazola. Kasneje smo tega 
zamenjali z pufrom B (50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 5 % glicerol, 500 mM imidazol, 
pH 7,4). Dodatek imidazola v puferu je omogočil spiranje vezanega proteina iz kolone v 
ločenih frakcijah kot ostale nečistoče, ki se na kolono niso vezale. Imidazol ima namreč 
večjo afiniteto do Ni2+ ionov kot polihistidinski repek.   
 
Čistost posamezne frakcije, ki smo jih zbirali med postopkom kromatografije, smo nato 
nanašali na NaDS-PAGE gel, da smo preverili vsebnost in čistost proteina. 
 
V prejšnjih poskusih čiščenja proteina se je izkazalo, da dodatek podaljška na mesto med 
TEV prepoznavno sekvenco in polihistidinski repek ne izbolša vezave proteina na 
afinitetno kolono zato smo v nadaljevanju uporabljali le vektorski konstrukt 
pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. Za namen primerjave kako pozicija polihistidinskega 
repka vpliva na vezavo proteina lizenina na nikljeve ione pa smo ponovno izvedli tudi 
čiščenje proteina lizenina z polihistidinsko značko na N-koncu, torej s konstruktom 
pPROEX-HTb_Lysenin(wt). Na spodnjih slikah so prikazani rezultati NDS-PAGE gelov z 
nanosi posameznih frakcij iz Ni-NTA kromatografske metode.  
 
Na spodnji sliki 26 vidimo na NaDS-PAGE gel nanešene posamezne frakcije iz Ni-NTA 
kromatografije. Vzorec, ki smo ga prvega nanesli vsebuje protein lizenin, ki polihistidinsko 
značko nosi na C-končnem delu, uporabljen je bil konstrukt pET24a_LSN_TEV_C-
term_6xHis. Izražanje proteina lizenina je potekalo v celicah BL21(DE3)pLysS na 25 °C, 
21 ur. Izolacija proteina je bila izvedena z ultrazvočnim soniciranjem. 
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Slika 26: Ločba proteinov v frakcijah Ni-NTA kromatografije na NaDS PAGE sameznih kjer smo izvajali 
gradientno poviševanje imidazola v pufru B, za spiranje proteina iz kolone. Na gel smo nanesli frakcije, kjer 
smo pričakovali vsebnost proteina glede na povišanje absorbance na kromatogramu. Za nanos proteinskega 
vzorca na kolono smo uporabili pufer A. Spiranje pa smo izvajali s pufrom B. Ekspresija proteina je potekala 
v celicah BL21(DE3)pLysS pri 25°C, 21 h. Protein je histidinski repek vseboval na C-končnem delu. Celice 
so bile lizirane z ultrazvočnim soniciranjem. Na gel je bilo nanešeno 25 µL vzorca. 
Na sliki lahko vidimo, da se je protein lizenin uspešno vezal na Ni2+ ione v koloni s svojim 
polihistidinskim repkom na C-končnem delu. Iz kolone smo ga sprali šele ob dodatku 200 
mM imidazola. Največ proteina lizenina se nahaja v frakcijah od 5 do 8. Lizenin v najbolj 
čisti obliki se nahaja v frakciji 8, saj so lise, ki pripadajo drugim proteinom iz vzorca 
veliko slabše vidne.  
 
Za posamezne frakcije Ni-NTA kromatografije smo izvedli test hemolize, da smo preverili, 
če protein lizenin tekom pistopkov čiščenja ohranja svojo aktivnost – tvorbo pore v 
membrani. Spodnja slika 27 prikazuje kinetiko hemolitične aktivnosti posamezne frakcije. 
Več kot se v frakciji nahaja proteina, boljša je hemolitična aktivnost. Kot vidimo na 
spodnji sliki, je aktiven protein lizenin prisoten v vseh zbranih frakcijah, torej postopki 
čiščenja ne uničijo njegove biološke aktivnosti. Je pa hemolitična aktivnost opažena tudi v 
nevezani frakciji kar kaže na prisotnost lizenina, saj se ta ni v celoti vezal na kolono, 
manjši del se ga je iz kolone spral z ostalimi nečistočami iz vzorca. Hemolitično aktivnost 
določamo glede na padec absorbance pri 630 nm v posamezni luknjici merjeni v času.  
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Slika 27: Kinetika hemolitične aktivnosti proteina lizenina s polihistidinsko značko na C-koncu v različnih 
frakcijah zbranih med postopkom čiščenja proteina na Ni-NTA kromatografski metodi. V prvi vrstici imamo 
vzorec nevezane frakcije in nam kaže na prisotnost proteina, ki se ne veže na kolono in se iz nje spira skupaj 
z drugimi proteini in nečistočami v vzrocu. Največ proteina se glede na padec absorbace po redčitveni vrsti, 
nahaja v frakcijah 4 in 5, saj je graf padca absorbance prisoten v višjih redčitvah proteinskega vzorca kot pri 
drugih frakcijah. Stolpci predstavljajo 10 x redčitve vzorca proteina.  
Gradientno Ni-NTA kromatografijo pri enakih pogojih smo izvedli tudi s proteinom, ki je 
polihistidinsko značko vseboval na N-koncu proteina. Ekspresija je bila prav tako izvedena 
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Slika 28: NaDS PAGE analiza posameznih frakcij Ni-NTA kromatografije pri kateri smo lizenin eluirali z  
gradientnim poviševanje deleža pufra B, ki vsebuje imidazol za spiranje proteina iz kolone. Na gel smo 
nanesli frakcije, kjer smo pričakovali vsebnost proteina glede na povišanje absorbance na kromatogramu. Za 
nanos proteinskega vzorca na kolono smo uporabili pufer A. Spiranje pa smo izvajali s pufrom B. Ekspresija 
proteina je potekala v celicah BL21(DE3)pLysS pri 25 °C, 21 h. Protein je histidinski repek vseboval na N-
končnem delu. Celice so bile lizirane z ultrazvočnim soniciranjem. Na gel je bilo nanešeno 25 µL vzorca. 
Kot lahko vidimo na Sliki 28, se je lizenin z N-končno polihistidinsko značko vezal na 
nikljeve ione, vendar v primerjavi z lizeninom, ki je polihistidinsko značko vseboval na C-
končnem delu, je bila vezave veliko slabša.  
 
Preverili smo, če z izbiro postopka izolacije lahko vplivamo na uspešnost čiščenja proteina 
oziroma izboljšamo izkoristek čiščenja.  
 
Spodnja Slika 29 prikazuje frakcije pridobljene tekom čiščenja proteina lizeninaz Ni-NTA 
kromatografijo, ki je polihistidinsko značko vseboval na C-koncu, vendar je bila 
uporabljena drugačna tehnika izolacije proteina. Vzorec, ki smo ga nanesli vsebuje protein 
lizenin, ki polihistidinsko značko nosi na C-koncu, uporabljen je bil konstrukt 
pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. Izražanje proteina lizenina je potekalo v celicah 
BL21(DE3)pLysS na 25 °C, 21 ur.  
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Slika 29: NaDS PAGE analiza posameznih frakcij Ni-NTA kromatografije, kjer smo lizenin eluirali z 
gradientnim poviševanjem deleža pufra B, ki vsebuje imidazol za spiranje proteina iz kolone. Na gel smo 
nanesli frakcije, kjer smo pričakovali vsebnost proteina glede na povišanje absorbance na kromatogramu. Za 
nanos proteinskega vzorca na kolono smo uporabili pufer A. Spiranje pa smo izvajali s pufrom B. Ekspresija 
proteina je potekala v celicah BL21(DE3)pLysS pri 25 °C, 21 h. Protein je histidinski repek vseboval na C-
končnem delu. Celice so bile lizirane s Frenchevo stiskalnico. Na gel je bilo nanešeno 25 µL vzorca.  
Na zgornji sliki lahko vidimo, da se je z metodo prešanja s Frenchevo stiskalnico iz celic 
sprostil protein lizenin. Sklepamo lahko, da je metoda ultrazvočnega soniciranja bolj 
primerna za sproščanje proteina lizenina iz celic, saj na ta način iz celic pridobimo večjo 
količino topnega proteina lizenina (Slika 26). Tako lahko na podlagi zgoraj zbranih 
rezultatov zaključimo, da ima na uspešnost čiščenja proteina lizenina pozicija 
polihistidinskega repka velik vpliv, saj je afiniteta na kolono veliko boljša, če se ta nahaja 
na C-koncu proteina. 
4.4 PRIPRAVA MONOMERNEGA LIZENINA PO OPTIMIZIRANEM PROTOKOLU 
Po končani optimizaciji postopkov izražanja, izolacije in čiščenja proteina smo iz protein 
namnožili v večji količini gojišča (500 ml TB gojišča) v bakterijskem sevu 
BL21(DE3)pLysS. Uporabili smo konstrukt pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis. 
Ekspresija je potekala na 25 °C, 21 ur na stresalniku pri 165 obr./min. Izolacijo proteina iz 
brozge smo izvedli z ultrazvočnim soniciranjem. Uporabljeni pufer za izolacijo proteina je 
bil sestavljen iz 50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 5 % glicerola, pH 7,4. suspenzijo smo 
po končani sonikaciji centrifugirali 20 minut na 50.000 rcf. Supernatant smo pred nanosom 
na Ni-NTA kromatografsko kolono filtrirali.  
 
Monomeri protein lizenin smo nečistoč očistili s pomočjo Ni-NTA kromatografije. Za 
nanos vzorca smo uporabili pufer A, za elucijo pa pufer B (Preglednica 4). Med postopkom 
smo spremljali absorbanco pri 280 nm in zbirali frakcije po 9 ml. Prisotnost in čistot 
proteina v posameznih frakcijah smo preverili z nanosom vzorcev na NaDS-PAGE gel. 
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Kromatograf izolacije monomernega proteina na FPLC po optimiziranem postopku 
prikazuje Slika 30.  
 
Slika 30: Kromatogram filtriranega celičnega lizata celic BL21(DE3)pLysS z lizeninom pri prvem nanosu na 
nikelj afinitetno kolono s pufrom A (50 mM TRIS-HCl, 250 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5 % glicerola, pH 
7,4), pretok 1,5 ml/min. Zbiranje frakcij po 9 ml in postopno povečevanje deleža pufra B, ki je vseboval 500 
mM imidazol za elucijo proteina lizenina iz kolone. Zelena linija prikazuje delež pufra B in njegovo 
stopenjsko poviševanje. Modra linija prikazuje spreminjanje absorbance pri 260 nm.  
4.4.1 Odstranitev polihistidinske značke 
Frakcije, kjer se je nahajalo največ lizenina smo nato dializirali (frakcija 9 na zgornji sliki), 
da smo se znebili imidazola. Dializa je potekala čez noč v dializnem črevesu ob stalnem 
mešanju. Vzorec nato skoncentriramo z ultracentrifugiranjem z uporabo membran, ki 
prepuščajo proteine velikosti do 10 kDa . Nato smo vzorcu dodali TEV proteazo, rezanje je 
potekalo 4 ure na sobni temperaturi. Po rezanju smo protein ponovno nanesli na nikelj 
afinitetno kromatografijo, da smo ga dodatno očistili in se znebili TEV proteaze. Lizenin 
se je po rezanju s TEV proteazo nahajal v nevezani frakciji.  
 
Uspešnost rezanja smo preverili z NaDS-PAGE. Frakcije, kjer smo pričakovali protein 
lizein, smo nanesli na gel. Po rezanju smo ga večinsko pričakovali v frakciji 1. Za kontrolo 
smo na gel nanesli tudi frakcije z naraščajočim deležom pufra B. V primeru, da ni prišlo do 
popolnega rezanja, se je protein še vedno vezal na kolono in se spiral šele ob prisotnosti 
imidazola.  
 
Na spodnji sliki 31 je prikazan rezultat rezanja z TEV proteazo. Na levi, v prvem stolpcu, 
lahko vidimo količino proteina lizenina, ki je bila uspešno rezana s TEV proteazo. Nekaj 
proteina pa se še vedno nahaja v kasnejši frakciji, sprani iz kolone s pomočjo imidazola, 
kar kaže na to, da ni prišlo do popolne odstranitve polihistidinske značke. 
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Slika 31: NaDS-PAGE gel na katerega so nanešene frakcije iz Ni-NTA kromatografije vzorca po cepljenju s 
TEV proteazo. V prvem žepku je nanešena nevezana frakcija v kateri se nahaja protein lizenin, ki ima 
odstranjen polihistidinski repek. V zadnjem žepku se nahaja frakcija, ki je bila sprana s 300 mM imidazolom. 
V njej se nahaja lizenin, ki vsebuje polihistidinski repek, torej mu ga  TEV proteaza ni odcepila.  
Kromatograf, ki ustreza vzorcem na zgornji sliki, je prikazan spodaj. 
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Slika 32: Kromatogram nanosa vzorca lizenina po rezanju s TEV proteazo. Lizenin se sedaj ne veže več na 
nikljeve ione, saj ne vsebuje polihistidinskega repka in zato ga pričakujemo v nevezani frakciji (frakcija 1 in 
2). Zelena linija prikazuje delež pufra B in njegovo stopenjsko poviševanje. Modra linija prikazuje 
spreminjanje absorbance pri 260 nm. 
4.4.2 Preverjanje aktivnosti očiščenega proteina 
Test hemolitične aktivnosti smo izvedli na proteinu lizeninu brez polihistidinske značke in 
proteinu z značko (Slika 33 in 34), da smo primerjali, če ima le ta vpliv na aktivnost 
proteina oziroma na njegovo sposobnost tvorjenja por. Na spodnji sliki so v obliki grafov 
prikazani rezultati merjenja absorbance oziroma preverjanja aktivnosti proteina v vzorcu z 
govejimi eritrociti. Test hemolize izvajamo v mikrotiterski plošči, kjer v prvo jamico 
nanesemo proteinski vzorec, ki ga 10 x redčimo z eritrocitnim pufrom. Iz leve proti desni 
strani mikrotiterske plošče s 96 luknjicami nato naredimo serijske rečitve vzorca. Tako 
pripravljenemu proteinskemu vzorcu nato dodamo eritrocite z OD600 0,5. Merjenje 
absorbance smo izvedli na čitalcu mikrotiterskih plošč s posebnim programom, ki spremlja 
kinetiko hemolitične aktivnosti po času za posamezno luknjico. Rezultati kažejo, da sta 
aktivnost ohranila oba proteina, tako lizenin brez histidinskega repka, kot tudi proten z 
repkom. Lizenin je v aktivnem stanju tvoril poro, ki se je vgradila v membrano eritrocita in 
ga lizirala. Padec absorbance nakazuje na lizo eritrocitov v določeni luknjici. Več kot je v 
vzorcu aktivnih proteinov, hitreje pride do lize vseh eritrocitov, ki so dodani vzorcu.  
 
Spodnja slika prikazuje kinetiko hemolitične aktivnosti, merjeno pri 630 nm in 24 °C za 
protein lizenin brez polihistidinskega repka. Hemolitična aktivnost je odvisna od 
koncentracije proteina v vzorcu, zato smo merjenje izvajali z redčitveno vrsto. V prvi 
jamici se nahaja protein s končno koncentracijo 0,012 mg/ml.  
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Slika 33: Test hemolize; vzorec lizenina brez polihistidinske značke. Koncentracija proteina v vzorcu 10 x 
pada iz leve proti desni, to prikazujejo posamezni stolpci. Najvišja koncentracija proteina znaša 0,012 mg/ml. 
V prvem kvadratku je 20 µl vzorca in 180 µl eritrocitnega pufra. Padajoča rdeča črta nakazuje na aktivnost 
proteina v vzorcu. Rdeča črta predstavlja absorbanco pri 630 nm merjeno po času (20 min). Če abosrbanca 
pade prihaja do hemolize eritrocitov, ki so dodani vzorcu proteina.  
Ker pri odstranjevanju polihistidinske značke ni prišlo do popolnega rezanja s TEV 
proteazo, torej je del proteina v vzorcu še vedno vseboval repek, nas je zanimalo, ali ima ta 
vpliva na njegovo aktivnost. Uspešnost tvorjenja por smo s testom hemolize tako preverili 
tudi z vzorcem, ki je vseboval neuspešno rezani protein. Na spodnji sliki 34 vidimo, da je 
protein biološko aktiven kljub prisotnosti polihistidinske značke, torel le ta ne vpliva na 
njegovo sposobnost tvorbe pore.  
 
 
Slika 34: Test hemolize; vzorec lizenina, ki vsebuje polihistidinsko značko. Koncentracija proteina v vzorcu 
10 x pada iz leve proti desni, to prikazujejo posamezni stolpci. V prvem kvadratku je 20 µl vzorca z neznano 
koncetracijo in 180 µl eritrocitnega pufra. Padajoča rdeča črta nakazuje na aktivnost proteina v vzorcu. Rdeča 
črta predstavlja absorbanco 630 nm merjeno po času (20 min). Če abosrbanca pade prihaja do hemolize 
eritrocitov, ki so dodani vzorcu proteina. 
Za tvorbo pore smo v nadaljevanju uporabili lizenin, ki smo mu uspešno odstranili 
polihistidinsko značko. Protein smo koncentrirali do koncentracije 0,2 mg/ml. 
4.5 PRIPRAVA PORE 
Za postopek priprave pore smo potrebovali zadostno količino (400 µL) monomerega 
lizenina, s koncentracijo 0,2 mg/ml, ki je moral biti očiščen vseh nečistoč. Lizenin se v 
očiščeni frakciji iz Ni-NTA kromatografije nahaja kot monomer, poro pa sestavlja 9 
povezanih enot proteina. Da pride do tvorbe pore, smo potrebovali lipidni dvosloj, ki 
omogoči oligomerizacijo lizenina in vsidranje pore.  
4.5.1 Priprava por na lipidnih veziklih 
Da devet monomerih enot lizenina tvori poro smo potrebovali membranske vezikle z 
ustrezno lipidno sestavo. Za ta namen smo pripravili velike unilamelarne lipidne vezikle iz 
mešanice sfingomielina (SM), holesterola (CHOL) in 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-phosfoholin 
(DOPC) v razmerju 1:1:1. Lipide smo raztopili v kloroformu in nato na rotavaporju v bučk 
odparili kloroform, na bučki se je tvoril lipidni film, ki ga nato pustimo na suhem 
odparevanju. Sledi dodatek 1 x PBS pufra in steklene krogljice. Bučko smo vorteksirali 5 
64 
Štromajer E. Optimizacija priprave rekombinantnega monomerega proteina lizenina in njegovih por. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
minut, tako pripravljeno suspenzijo smo nato 10 x zamrznili v tekočem dušiku in odtalili 
na 37°C. S tem smo dobili multilamelarne vezikle. Iz teh smo s pomočjo ekstrudorja 
pridobili velike unilamelarne vezikle (LUV-e). Uporabili smo membrane s porami 
velikosti 400 nm. Suspenzijo smo z brizgo prenašali skozi membrane dokler raztopina ne 
postane nekoliko svetlejša.  
 
LUV-omdodamo ustrezno koncentriran monomeri lizenin (c = 0,2 mg/ml) v razmerju 1:10. 
Suspenzijo inkubiramo čez noč na 37°C ob rahlem mešanju. V tem koraku se na 
membranah veziklov tvorijo pore. Naslednji dan suspenzijo centrifugiramo 20 min na 
16.000 rcf. Pelet, kjer se po centrifugiranju nahajajo vezikli z lizeninskimi porami, 
resuspendiramo v pufru Y (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 10 %z detergentom DDM. 
Suspenzijo nadaljno inkubiramo na 37°C dokler se pelet ne raztopi. Ob dodatku detergenta 
se pore sprostijo iz LUV-ov. Ko suspenzija postane homogena dodamo pufer Y2 (50 mM 
TRIS, 100 mM NaCl), da razredčimo koncentracijo detergenta DDM na 1 %. Oligomere 
lizenina v nadaljevanju očistimo na gelski kromatografiji. 
4.5.2 Čiščenje por na gelski kromatografiji 
Z gelsko kromatografijo na 19 ml koloni Superdex 200 smo čistili pore proteina. Pora, ki je 
velika približno 300 kDa, ima elucijski volumen pri 50 ml.  
 
Topne pore proteina v Y2 pufru nanesemo na gelsko kromatografijo. Maksimalni volumen 
vzorca, ki ga lahko nanesemo na kolono je 5 ml, zato vzorec pred tem ustrezno 
koncentriramo s pomočjo 50 kDa CutOff filter-centrifugirke.  
 
Pretok pufra X (50 mM TRIS-HCl, 100 mM NaCl, 0,3 mM Brij35) za nanos proteina je 
znašal 1,6 ml/min. Zbiramo frakcije po 5 ml. Frakcije začnemo zbirati po pretečenih 20 ml, 
kar je volumen kolone, ki ga ne zapolnjuje matriks (prosti volumen kolone). Med potekom 
spremljamo absorbanco pri 280 nm (Slika 35). Čistost frakcij preverimo na NaDS-PAGE 
elektroforezi. Na gel smo nanesli frakcije, kjer smo zaznali naraščajočo absorbanco. 
Frakcije v katerih se nahaja pora (Slika 36), smo nato združili (F5 – F7). Poleg proteina se 
je v določenih frakcijah izločil tudi ostanek detergenta.  
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Slika 35: Gelska kromatografija čiščenja pore lizenina na koloni Superdex 200 16/60. Prikazan je 
kromatogram pore lizenina (modra črta), nanešene s pufrom X (50 mM TRIS-HCl, 100 mM NaCl, 0,3 mM 
Brij35, pH 7,4). Z rdečo puščico so prikazane frakcije v katerih se je glede na NaDS-PAGE elektroforezo 
nahajala pora proteina.  
Na spodnji sliki lahko vidimo, da smo uspeli pridobiti pravilno sestavljene pore v čisti 
obliki. 
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Slika 36: Frakcije iz gelske kromatografije, nanešene na SDS-PAGE gel za preverjanje čistosti in prisotnosti 
pore v določenih frakcijah. 
4.6  CD SPEKTOSKOPIJA 
Ko smo pore očistili lipidnega dvosloja in drugih nečistoč s pomočjo gelske elektroforeze, 
je bila pripravljanje za snemanje CD spektra. CD spekter smo za primerjavo posneli tudi 
monomeremu lizeninu. 
 
Za namen snemanja CD spektra je potrebno monomeremu lizeninu in pori zamenjati pufer. 
Uporabljeni pufer namreč ne sme vsebovati molekul, ki bi bile optično aktivne. To storimo 
s pomočjo dializne kasete. Dializa je potekala čez noč, z njo se znebimo ostankov soli, ki 
lahko motijo sipanje svetlobe pri CD spektroskopiji. V ta namen si pirpravimo 5 mM Na-
fosfatni pufer oziroma 5 mM Na- fosfatni pufer z 0,06 mM Brij35 za dializo pore lizenina. 
 
CD spektri so prikazani kot rezultat povprečja desetih ponovitev meritve v daljnjem UV 
obomčju med 190 in 250 nm. Spektra sta podana kot molarna eliptičnost (deg cm2 dmol-1) 
v odvisnosti od valovne dolžine (nm). Snemanje je potekalo pri temperaturi 25 °C in času 
obsevanja 1 s na vsake 0,5 nm. 
 
Najprej pomerimo CD spekter samega pufra. Ta meritev nam je predstavljala absorbanco 
ozadja, ki jo nato odštejemo od absorbance vzorca. Pomerimo spekter monomeremu 
lizeninu in pori lizenina, ki se močno razlikujeta v svoji 3D strukturi. CD spekter 
posameznih vzorcev je prikazan na spodnji sliki. Potek krivulje, ki ustreza pori lizenina 
ima pričakovano obliko, ki ustreza β-strukturam, saj je pora sestavljena le iz teh 
sekundarnih motiv. CD spektroskopija je tako poleg NaDS-PAGE potrdila, da smo uspeli 
pripraviti pravilno sestavljeno poro (Slika 37). 
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Slika 37: Prikaz CD spektra za monomerni protein lizenin (oranžna krivulja) v Na-fosfatnem pufru s 
koncentracijo 0,15 mg/ml in CD spekter za vzorec pore lizenina v Na-fosfatnem pufru s koncentracijo 0,165 
mg/ml v daljnjem UV območju med 190 in 250 nm. Strukturo monomerega lizenina v  2 %  sestavljajo α-
vijačnice. Pod valovno dolžino 195 nm krivulja skoči navzdol zaradi šuma vzorca. Strukturo pore lizenina 
sestavljajo le β-zavoji. 
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Lizenin, ki ga v naravi proizvaja deževnik Eisenia fetida, je porotvorni toksin iz družine 
aerolizinov. Monomeri lizenin tvori poro, sestavljeno iz 9 enot, ki je zaradi stabilnost in 
svojih lastnosti izredno zanimiva za mnoge biotehnološke aplikacije.  
 
Na Odseku za molekularno biologijo in nanotehnologijo na Kemijskem inštitutu smo 
uspešno izražali heterologni protein lizenin v različnih bakterijskih sevih E. coli. Ker 
protein izhaja iz evkariontskega organizma, smo morali gen vstaviti v plazmidni vektor za 
izražanje v bakterijskih celicah, potrebna pa je bila tudi optimizacija pogojev izražanja za 
namene boljšega izkoristka. Pridobljeni lizenin smo nato očistili z Ni-NTA afinitetno in 
gelsko kromatografijo in iz njega uspešno tvorili poro. Laboratorijsko izolirana pora se 
lahko nadalje uporablja – vgradi v trden material, ki je lahko sestavni del različnih 
bionanotehnoloških naprav, kot so senzorji ali sekvenatorji.  
 
Prvo vprašanje, ki smo s ga zastavili pred izražanjem proteina je bilo, kateri gostiteljski 
organizem izbrati. Med mikroorganizmi imamo na voljo poleg bakterij, tudi kvasovke, 
filamentozne glive in alge. Najpogosteje se rekombinantne proteine sintetizira v 
bakterijskih sevih E. coli, saj so te najbolje raziskane in okarakterizirane. E. coli je izredno 
priljubljena zaradi svoje hitre rasti, cenovno ugodnih medijev za rast in dobro 
okarakterizirane genetike (Hanning in Makrides, 1998). V magisterskem delu smo 
heterologni protein lizenin tako izražali v različnih sevih E. coli, ki so bili prilagojeni 
ekspresiji evkariontskih genov.  
 
Za uspešno izražanje proteina smo morali predhodno izbrati in oblikovati primeren 
plazmidni vektor, ki je omogočal uspešno produkcijo proteina (Rosano in Ceccarelli, 
2014). Danes je na voljo veliko število plazmidov, ki ponujajo različne kombinacije 
replikonov, selekcijskih markerjev, mest za kloniranje, promotorjev in fuzijskih proteinov. 
Replikon odloča o številu kopij plazmida na celico. pET plazmidi, ki smo ga pri poskusih 
uporabljali, se v celici nahajajo v nekaj sto kopijah (Rosano in Ceccarelli, 2014). Za 
namene magistrskega dela, smo se odločili, da gen za lizenin vstavimo ravno v vektor 
pET24a (v nadaljevanju pET24a_C-term_6xHis), ki smo ga dodatno modificirali na način, 
da smo lahko preverili možnost dodatnih optimizacij. Vektror pET24a vsebuje T7 
promotor in gen za odpornost na kanamicin. T7 promotorji so pogosto uporabljeni pri 
izražanju rekombinantnih proteinov, sj omogočajo visok nivo ekspresije. Gen za lizenin 
smo klonirali za T7 promotor, ki ga prepoznava fagna T7 RNA polimeraza, zapis za katero 
se je nahajal v izbranih bakterijskih sevih. Izražanje polimeraze je moč inducirati z 
dodatkom IPTG-ja v samo gojišče. 
 
Sicer so na voljo vektorji, ki že nosijo zapis za peptidne značke, namenjene izolaciji in 
čiščenju proteina, ki se lahko nahajajo na N- ali C- koncu proteina, ki ga izražamo. S 
pozicijo značke lahko močno vplivamo na uspešnost čiščenja, zato je vredno preveriti 
kateri konec proteina je bolje izpostavljen (Rosano in Ceccarelli, 2014). Na Odseku za 
molekularno biologijo in nanotehnologijo smo že sicer imeli predhodno pripravljen 
vektorski konstrukt, v katerem je lizenin polihistidinski repek nosil na N-koncu 
(pPROTEX-HTb-Lysenin(wt)). Polihistidinski repek nam omogoča enostavno čiščenje 
proteinov s pomočjo nikelj-afinitetne kromatografije. Prav tako zaradi svoje majhnosti ne 
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vpliva na strukturo in zvijanje proteina, na katerega je pripet. Z namenom izboljšanja 
postopkov čiščenja smo želeli preveriti, kako se protein obnaša, če ima polihistidinski 
repek na C-koncu. Problem so namreč predstavljale velike izgube proteina tekom 
postopkov čiščenja, saj se je ta slabo vezal na Ni-NTA afinitetno kolono, če je 
polihistidinski repek nosil na N-koncu. Veliko se ga je iz kolone spralo z nevezano 
frakcijo, torej z ostalimi nečistočami iz supernatanta celičnega vzorca, kar je za uporabo 
proteina v biotehnoloških aplikacijah neuporabno, saj moramo protein pridobiti v čim bolj 
čisti obliki. Za ta namen smo kot osnovo uporabili vektor pET24a in najprej izdelali 
konstrukt pET24a_LSN_TEV_Cterm_6xHis, s katerim smo pridobili lizenin, ki je imel 
polihistidinski repek na C-koncu, ki ga je možno tudi odstraniti. Glede na tridimenzionalno 
strukturo proteina smo namreč predpostavljali, da je C-konec proteina bolj izpostavljen, 
kot N- konec, ki je nekoliko bolj skrit v notranjost proteina. Zaradi tega bi polihistidinski 
repek na C-koncu lažje interagiral z nikljevimi ioni tekom postopka čiščenja, kar bi 
izboljšalo donos. 
 
Fuzijske peptidne značke lahko po končanem postopku čiščenja iz proteina odstranimo. To 
je nujno potrebno kadar na izoliranem proteinu izvajamo strukturne ali biokemijske študije. 
Njihovo odstranjevanje je nujno potrebno tudi, če značke vplivajo na aktivnost in strukturo 
proteina. Vendar v določenih primerih lahko značke nimajo vpliva na aktivnost proteina in 
ne motijo njegove strukture. V takšnih primerih odstranjevanje značke ni potrebno. 
Najpogosteje se značke odstranjuje s pomočjo encimske cepitve. Za to je potrebno v vektor 
vstaviti prepoznavo mesto za encim. Pogosto uporabljen encim je iz virusa tobaka etch 
(TEV), saj je rezanje s tem visoko specifično.  
 
V vektor pET24a_C-term_6xHis smo vstavili TEV prepoznavno sekvenco, ki nam je v 
nadaljevanju omogočila odcepitev polihistidinskega repka iz končnega proteina. TEV 
prepoznavno mesto smo ustavili s pomočjo začetnih oligonukleotidov, ki sta že vsebovala 
TEV prepoznavno sekvenco. Oligonukleotida smo hibridizirali in rezali z ustreznimi 
restrikcijskimi encimi, ki so ustvarili lepljive konce za nadaljnjo ligacijo v vektor. Tudi 
vektor smo rezali z enakimi restrikcijskimi encimi in nato oba produkta ligirali z T4 DNA 
ligazo. Uspešnost ligacije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Dobljene lise so 
ustrezale velikosti vektorja in vključka. Dobljeni vektor smo nato namnožili v celicah 
DH5α, ki smo jih transformirali s toplotnim šokom. Namnoženi vektor je bilo nato 
potrebno iz celic izolirati in očistiti, kar smo storili s pomočjo komercialnega kita.Tako 
smo pridobili modificiran vektor pET24a, ki je omogočal tako fuzijo izranega proteina in 
polihistidinske značke, ki jo je bilo možno tudi odstraniti.  
 
Z metodo PCR smo pomnožili DNA za lizenin z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi, ki 
smo jih oblikovali tako, da smo PCR pomnožek nato lahko ustavili v odprt 
pET24a_TEV_Cterm_6xHis vektor. S tako pripravljenim končnim vektorskim 
konstruktom smo nato toplotno transformirali bakterijske celice DH5α. V njih smo vektor 
namnožili. Del pridobljenega vektorskega konstrukta smo shranili in uporabili za izražanje 
proteina, drugi del pa smo uporabili za nadaljno modifikacijo konstrukta in ustavili še 
distančnik iz 14 aminokislinskih preostankov.  
 
Distančnik iz 14 amino kislin, smo ustavili s pomočjo dveh začetnih oligonukleotidov, ki 
sta v svoji sekvenci že nosila zapis za 14 aminokislinskih preostankov in sicer za glicine in 
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serine. Glicin in serin sta majhni amino kislini, ki na stranskih verigah ne vsebujeta skupin, 
ki bi lahko bistveno vplivale na lastnosti proteina lizenina. Distančnik smo vstavili na 
mesto med TEV prepoznavnim zaporedjem in polihistidinski repek. S tem smo želeli še 
dodatno izboljšati izpostavljenost polihistidinskega repka, da bi se ta lažje in bolje vezal na 
nikljeve ione na Ni-NTA afinitetni kromatografski koloni, hkrati pa je tako repek skupaj z 
distančnikom še vedno mogoče odstraniti. Hipoteza je bila, da bi se s tem še dodatno 
izboljšali učinkovitost čiščenja proteina, saj bi se na kolono vezala večja količina proteina, 
manj bi ga ostalo v nevezani frakciji, torej manj bi se ga iz kolone spralo z ostalimi 
nečistočami. Vstavitev takšne sekvence v vektor je relativno preprosta, saj lahko to 
naredimo s reverzno-kompatibilnimi začetnimi oligonuklotidi. Začetna oligonukleotida 
smo hibridizirali in uspešnost preverili na agarozni elektroforezi. Če je prišlo do 
hibridizacije smo na gelu opazili liso, saj se etidijev bromid veže le na dvoverižno DNA. 
Vpliv pozicije in oddaljenosti polihistidinskega repka na samo izražanje proteina smo 
lahko preverili z analizo celičnih peletov, vpliv na končno  izolacijo in očiščenje pa šele po 
nanosu na Ni-afinitetno kromatografijo, kot je povzeto v nadaljevanju. 
 
Naslednje pomembno odločitev pri izražanju heterolognih priteinov je izbira ustreznega 
seva bakterije. Najpogosteje uporabljeni sev je E. coli BL21(DE3), ki vsebuje določene 
delecije genov, ki omogočajo bolše izražanje in ohranjanje stabilnosti rekombinantnega 
proteina. Tak primer je manjkajoči gen za OmpT proteazo, ki bi ob liziranju gostiteljske 
celice sicer razgradila rekombinantni protein. Prav tako pomemben pa je dodani gen za 
fagno RNA polimerazo, katerega prepisovanje induciramo z dodatkom IPTG in pride do 
prepisa T7 promotorskih genov (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
 
Ko smo v kompetentnih celicah DH5α namnožili zadostno količino vektorskega konstrukta 
pET24a_LSN_TEV_C-term_6xHis smo med različnimi E. coli sevi izbrali najbolj 
primerne za izražanje heterolognega proteina. Za testno ekspresijo smo izbrali 
kompetentne seve: BL21(DE3), BL21(DE3)RIL, BL21(DE3)pLysS in 
Rosetta(DE3)pLysS. Sevi so primerni za izražanje vektorjev s T7 promotorjem, saj 
vsebujejo T7 RNA polimerazo. Pri pregledu literature smo lahko opazili, da so različni 
raziskovalci za izražanje proteina lizenina izbrali različne seve E. coli. (Podobnik M in 
sod., 2016; Bokori-Brown in sod., 2016). Glede na rezultate ekspresije, ki je potekala 21 ur 
na 25 °C, smo za nadaljnje izražanja izbrali seva BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS, saj je 
bila ekspresija najboljša. Izražanje smo v enakih sevih izvedli tudi na 37 °C in po 4 urah po 
indukciji sta se najbolje odrezala ista seva, vendar je bilo proteina manj kot po 21 h pri 
nižji temperaturi. Vzorca celic pred in po indukciji smo nanesli na NaDS-PAGE gel in pri 
vzorcu po dodatku IPTG smo opazili novo liso, pri velikosti okrog 40 kDa, ki je v vzorcu 
pred dodatkom IPTG ni bilo oziroma je bila ta zanemarljivo vidna. Zaradi inducibilnega 
promotorja, pod katerega smo klonirali gen za lizenin, smo lahko sklepali, da novo nastala 
lisa pripada sintetiziranemu lizeninu. Bolj močna kot je bila lisa, več proteina lizenina je 
nastalo tekom ekspresije. 
 
Na transkripcijo in translacijo genov lahko tekom ekspresije močno vplivamo tudi z 
spremenljivkami gojenja kot so pH, temperatura, dodajanje hranil, zračenje, stresanje in 
čas poteka fermentacije (Choi in sod. 2006). V sevih E. coli je bilo dokazano, da lahko 
najbolšo produktivnost dosežemo tako, da ločimo fazo rasti in fazo produkcije. To 
dosežemo tako, da induciramo izražanje proteina šele, ko kultura doseže določeno celično 
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gostoto. Šele takrat dodamo kemični induktor, ki sproži prepisovanje rekombinantnega 
proteina. V našem primeru je bil to IPTG, ki smo ga dodali, ko je kultura dosegla željeno 
optično gostoto in s tem najmočnejšo fazo rasti.  
 
Naslednja spremenljivka, ki ima velik vpliv, ne samo na izražanje proteina, ampak tudi na 
njegovo stabilnost, je temperatura pri kateri ekspresija poteka. V pregledani literaturi se je 
tudi ta med članki razlikovala. Začetno ekspresijo smo torej izvedli pri 25 °C in je potekala 
21 ur na stresalniku, ki je omogočalo zračenje kulture, ki za svojo rast potrebuje kisik. 
Optimizacija pogojev gojenja je potekala v erlenmajericah 50 ml TB gojišča. V primerjavi 
z izražanjem pri višjih temperaturah in krajšem času, je v drugem primeru nastalo več 
proteina v topni obliki. Izražanje pri nižjih temperaturah ima po navadi pozitiven vpliv na 
stabilnost proteina, saj ta nastaja počasneje in ima dovolj časa, da se pravilno zvije in 
ostane v topni obliki. Zato smo izražanje izvedli tudi pri 18 °C, vendar nismo opazili razlik 
v količini nastalega proteina. 
 
Optimizirati je bilo potrebno tudi čas ekspresije. Preveč dolg čas ekspresije lahko privede 
do prevelike količine nastalega proteina in ta zaradi prevelike gostote v citoplazmi celice 
lahko tvori inkluzijska telesca. To pa pomeni izguba 3D strukture in topnosti. Po izolaciji 
iz celice se tak protein ne nahaja v topni frakciji, ampak v peletu z ostalimi nečistočami in 
ga zato ne moremo direktno nanašati na kromatografske kolone. Proteine, ki se nahajajo v 
inkluzijskih telescih bi lahko ponovno pravilno zvili, vendar to zahteva komplicirane in 
drage postopke, kar ni zaželjeno v produkciji proteinov na večji skali (Choi in sod., 2005). 
Zato smo poskusili, če lahko s skrajšanjem časa ekspresije vplivamo na količino nastalega 
toplnega proteina. Čas ekspresije smo tako iz 21 h skrajšali na 15 h oziroma 18 h. Po lizi 
kulture smo na NaDS-PAGE gel nanesli tako pelet, kjer se je nahajal netopni del proteina, 
kot tudi supernatanta s topnim proteinom. Po primerjavi intenzitete lise nastalega topnega 
proteina med posameznimi časi ekspresije so bile razlike zanemarljivo majhne.  
 
Tako lahko sklepamo, da kadar gre za ekspresijo lizenina v sevih E. coli, lahko v topni 
obliki ostane le določena količina proteina, višek pa se nato pakira v inkluzijska telesca in 
ga po lizi zato vedno najdemo v netopnem ostanku celic. 
 
Nadaljna optimizacija je potekala na nivoju izolacije proteina iz celice. Heterologni 
proteini se v bakterijski celici nahaja v citoplazmi in ga je zato potrebno iz celice pridobiti 
z razbijanjem celične membrane. V citoplazmi se protein lahko nahajajo v topni obliki – ti 
so za nas zanimivi, saj ohranjajo svojo 3D strukturo in se po lizi celic nahajajo v 
supernatantu in jih lahko v nadaljevanju očistimo in uporabljamo. Del proteina pa prehaja 
v inkluzijska telesca, torej netopno obliko proteina. Ta po lizi celic ostane v peletu in 
izgubi svojo 3D strukturo, pogosto pa tudi biološko aktivnost in zato ni primeren za 
nadaljnje delo. Da bi videli kolikšen del lizenina ostane v topni obliki smo izbrana seva, ki 
sta kazala najvišjo stopnjo izražanja našega proteina, transformirali s 3 različnimi 
konstrukti, ki smo jih pripravili. Prvi je vseboval polihistidinsko značko na N-koncu. 
Druga dva konstrukta sta značko nosila na C-koncu. Eden je pred C-končno značko imel 
dodan še distančnik iz 14 aminokislinskih preostankov. Po končani ekspresiji smo celično 
suspenzijo ultrazvočno sonicirali, da smo razbili celice in se je iz njih izločila vsebina. 
Suspenzijo smo nato centrifugirali. V supernatantu se je nahajal protein v topni obliki, v 
peletu pa so ostali ostanki celic in drugi netopni proteini. Tako supernatant kot tudi pelet 
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smo nanesli na NaDS-PAGE gel, da smo preverili vsebnost proteina v posameznem delu. 
V peletu razbitih celic se je še vedno nahajalo veliko proteina, torej proteina, ki je bil v 
netopni obliki, inkluzijskih telescih ali pa se je nahajal znotraj neuspešno liziranih celic za 
vse 3 konstrukte. 
 
V nadaljevanju nas je zanimalo, ali lahko z izbiro drugačne tehnike izolacije proteina iz 
celice vplivamo na količino topnega proteina. Poleg ultrazvočnega soniciranje smo 
uporabili tudi mehansko razbijanje s Frenchevo stiskalnico. Po liziranju celic smo na gel 
nanesli supernatant in pelet liziranih celic ter primerjali intenziteto lise med tehnikama. 
Izkazalo se je, da je bolj učinkovita metoda razbijanja celic E. coli ultrazvočno soniciranje, 
saj smo na ta način dobili bolj močne lise v supernatantu celic. To lahko pripišemo boljši 
lizi celic, z ultrazvočnim liziranjem smo uspešno razbili več celičnih membran in na ta 
način se je lahko izločila večja količina proteina. V primeru Frencheve stiskalnice je 
najverjetneje več celic ostalo intaktnih in se protein iz njih tako ni mogel sprostiti in je zato 
ostal v peletu po centrifugiranju. Zato smo pri nanosu peleta pri vzorcih iz Frencheve 
stiskalnice videli bolj intenzivno liso pri velikosti 40 kDa, kar ustreza proteinu lizeninu.  
 
Za namene čiščenja proteina ostalih nečistoč, ki se po izolaciji iz celice še vedno nahajajo 
v supernatantu vzorca, smo izvajali afinitetno kromatografijo, natančneje z Ni-NTA 
kromatografsko kolono, ki vsebuje nikljeve ione. Ker smo protein lizenin označili s 
polihistidinsko značko, med nikljevimi ioni in histidini pride do afinitetne interakcije, ko 
vzorec nanesemo na kromatografsko kolono. Tehnika je enostavna, hitra in cenovno 
ugodna. Ni-NTA kolona je izredno odporna na detergente, topila in deluje v širokem pH 
območju. Kadar želimo, da po čiščenju dobimo biološko aktivni protein, izvajamo 
kromatografijo pod nativnimi pogoji in za to potrebujemo mile elucijske pogoje. To nam 
omogoča imidazol, ki ima do nikljevih ionov višjo afiniteto kot histidin in le-tega izpodrine 
in protein se ob tem spere iz kolone. Postopno višanje koncentracije imidazola zmanjša 
prisotnost nespecifično vezanih nečistoč v frakciji z željenim proteinom (Young in sod., 
2012).   
 
Naša prvotna hipoteza je bila, da s konstruktom, ki ima polihistidinsko značko na N-koncu 
do izgub proteina prihaja tekom čiščenja proteina na Ni-NTA kromatografski koloni, saj se 
ta v večjem delu ne veže na nikljeve ione s svojim polihistidinskim repkom in se iz kolone 
spira z nevezano frakcijo, torej z drugimi nečistočami v supernatantu. Ekspresija proteina 
je namreč dobra, a se veliko proteina tekom izolacije in čiščenja izgubi. Ena od možnih 
rešitev te težave je bila, da izdelamo konstrukt s polihistidinskim repekom na C-koncu 
proteina. Ta je nekoliko bolj izpostavljen kot pa N-konec proteina lizenina, kot to kaže 3D 
struktura proteina. Izvedli smo ekspresijo in čiščenje proteina z obema možnostima in 
protein s polihistidinskim repkom na C-koncu se je res bolje vezal na Ni-NTA kolono kot 
pa protein z značko na N-koncu. Poleg spremembe pozicije polihistidinske značke iz N-
konc na C-konec del proteina smo izpostavljenost repka še dodatno povečali z ustavitvijo 
aminokislinskega podaljška med TEV prepoznavno sekvenco in polihistidinski repek. 
Vendar so rezultati čiščenje z Ni-NTA kromatografijo pokazali, da 14 aminokislinskih 
preostankov daljši repek ne prispeva k boljši vezavi proteina na kolono. Najbolj je na 
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Pri čiščenju na kromatografiji je pomembna tudi sestava pufra, ki ga uporabljamo za nanos 
proteina, saj lahko ta izboljša stabilost proteina in specifičnost vezave. Tako smo zamenjali 
prvotno uporabljen pufer 1 x PBS z pufrom A, ki je poleg TRIS-HCl vseboval tudi višjo 
koncentracijo NaCl in glicerol, ki izboljša stabilnost proteinov v vzorcu. NaCl omogoča 
večjo specifičnost vezave med polihistidinskim repkom in nikljevimi ioni in zmanjša 
elektrostatske interakcije med proteini in drugimi površinami. Z dodatkom NaCl lahko 
zmanjšamo vezavo nečistoč in s tem pridobimo bolj čiste frakcije v katerih se nahaja 
protein (Bornhorst in Falke, 2010). TRIS-HCl pufer je nekoliko cenejši kot PBS pufer in se 
bolj pogosto uporablja za čiščenje proteinov, saj ne tvori netopnih kompleksov z 
kovinskimi ioni. PBS pufer pa se bolj pogosto uporablja za delo z živimi celicami, saj je 
netoksičen.  
 
Kot kažejo rezultati je imela največji vpliv na količino vezanega proteina prav sprememba 
pozicije polihistidinske značke na proteinu. Veliko več proteina se je namreč na kolono 
vezalo, ko je ta repek vseboval na C-končnem delu. To nam kaže na to, da je C-konec 
proteina res bolj izpostavljen in s tem polihistidinski ostanki lažje interaktirajo z nikljevimi 
ioni na koloni, s tem pa pride tudi do boljše vezave in izkoristek čiščenja. K izbolšanju pa 
je prav gotovo nekaj doprinesla tudi sprememba sestave pufra za nanos vzorca na kolono. 
Kar se zadeva proteina, ki je pred značko vseboval tudi podalšek iz 14 aminokislinskih 
preostankov, večjih sprememb vezave ni bilo moč opaziti. Iz tega sklepamo, da je že sama 
sprememba pozicije iz N-konca na C-konec dovolj izbolšala izpostavitev polihistidinskega 
repka in s tem vezavo na afinitetno kolono. Z nadaljnjimi poskusi bi bilo smiselno 
podalšek ustaviti tudi pred polihistidinski repek na N-koncu, saj bi bila ekspresija proteina 
morda nekoliko višja s tako pripravljenim konstruktom lizenina.  
 
Tekom poskusa smo opazili, da do največjih izgub ne prihaja med čiščenja na 
kromatografiji, saj v nevezani frakciji nikoli ni bilo opažene večje količine lizenina, ampak 
je problem topnost oziroma stabilnost proteina v celicah. Večji del se ga namreč nahaja v 
netopni frakciji in se izgubi še pred nanosom na kromatografsko kolono, saj ostane v 
peletu po liziranju celične kulture, kjer se nahajajo ostanki celic in druge molekule.  
 
Z nadaljnjim delom bi bilo zato smiselno poskusiti čiščenje lizenina tudi z drugimi 
metodami kromatografije ali fuzijo z drugačnimi afinitetnimi značkami. 
 
Pridobljeni monomeri lizenin je po končanem čiščenju na Ni-NTA kromatografski koloni 
na svojem C-koncu še vedno nosil polihistidinsko značko. Za odstranjevanje smo uporabili 
TEV proteazo, saj je vektorski konstrukt nosil prepoznavno mesto za cepljenje s tem 
encimom. Po odstranitvi polihistidinske značke smo protein ponovno nanesli na afinitetno 
kromatografijo. S tem smo preverili uspešnost rezanja, saj se je protein sedaj spiral iz 
kolone z nevezano frakcijo. Glede na rezultate smo videli, da je TEV proteaza rezala le 
določeno količino proteinskih verig v vzorcu, saj se je nekaj lizenina še vedno vezalo na 
nikljeve ione v koloni, kar pomeni, da so še vedno vsebovali afinitetno značko. Večji dele 
proteina pa se je po rezanju nahajal v nevezani frakciji. S testom hemolize smo nato 
preverili aktivnost lizenina brez značke in aktivnost proteina z značko. Glede na rezultate 
hemolize smo videli, da polihistidinska značka na aktivnost proteina nima vpliva, torej ta 
tvori aktivno poro tako z kot tudi brez polihistidinske značke. Da bi zares dokazali, da se je 
polihistidinska značka odcepila, bi lahko izvedli tudi Western blot analizo. Membrano z 
74 
Štromajer E. Optimizacija priprave rekombinantnega monomerega proteina lizenina in njegovih por. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
vzorci proteina lizenina bi inkubirali z anti-histidinskimi protitelesi in s tem dokazali 
prisotnost oziroma odsotnost polihistidinske značke na koncu proteina. V nevezani frakciji 
se namreč lahko nahaja tudi protein, ki se kljub vsebnosti polihistidinske značke ni vezal 
na nikljeve ione in se je iz kolone spiral z nevezano frakcijo. Torej se po rezanju s TEV 
proteazo v nevezani frakciji nahaja mešanica proteinov, ki ne vsebujejo polihistidinske 
značke in proteinov, ki se kljub znački niso vezali na kolono.   
 
Med drugim je bil cilj naloge priprava stabilne pore lizenina kateri smo lahko pomerili CD 
spekter. Lizenin tvori pore v lipidnem dvosloju, ki vsebuje pravo razmerje sfingomielina in 
holesterola. Monomeri lizenin preide velike konformacijske spremembe tekom tvorbe 
pore. Monomeri lizenin v večjem delu sestavljajo β-motivi, v momomeru je prisotna je le 
ena kratka  α-vijačnica. Pora pa je sestavljena zgolj iz β- strukturnih elementov (trakovi, 
sodček). Te manjše razlike v deležu elementov se nakazujejo med obema CD spektroma. 
 
S CD spektoskopijo smo potrdili, da smo uspešno pripravili in izolirali pravilno zvito poro 
proteina lizenina. Laboratorijsko pripravljena in izolirana pora je izredno stabilna in jo je 
mogoče vgraditi v naravne in umetno pripravljene lipidne dvosloje in kot tako uporabljati 
za različne biotehnološke aplikacije. V magistrskem delu smo izražali in očistili divji tip 
lizenina, vendar zaradi dobro znane in raziskane strukture proteina poznamo tudi različne 
mutante, ki lizeninu specifično spremenijo njegove fizikalno-kemijske lastnosti, ohranjajo 
pa uspešno tvorbo pore (Fologea in sod. 2010).   
 
Z nadaljnjim delom bi lahko pridobljeno poro lizenina vgradili v umetne membrane, ki so 
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Lizenin je evkariontski protein in ob prenosu gena v bakterijske seve potrebuje ustrezne 
pogoje za uspešno in zadostno sintezo. V celicah E. coli prihaja do previsoke koncentracije 
lizenina v citoplazmi zato nastajajo inkluzijska telesca. 
 
S skrajšanjem časa (iz 24 h na 4 h oziroma 15 h) in znižanjem temperature (18 °C) 
ekspresije ne moremo vidno vplivati na količino topnega proteina v celici. 
 
Ultrazvočno soniciranje je bolj primerna homogenizacijska metoda za uspešno izolacijo 
rekombinantnega lizenina, kot mehansko razbijanje s Frenchevo stiskalnico. 
 
Uspešnost vezave na nikljeve ione med postopkom čiščenja z afinitetno kromatografijo je 
odvisna od položaja polihistidinskega repka na proteinu lizeninu. Vezava in s tem 
uspešnost čiščenja je boljša v primeru, ko ima lizenin polihistidinsko značko na C- koncu. 
Distančnik, ki še bolj izpostavi polihistidinsko značko na C-koncu ni bistveno izboljšal 
izolacije rekombinantnega proteina. 
 
Lizenin ohranja svojo aktivnost ne glede na prisotnost polihistidinske značke, torej ga ta ne 
ovira pri oligomerizaciji in vsidranju v membrano. 
 
Pravilnost zvitja tako monomera lizenina, kot pore, smo preverili s CD spektroskopijo, pri 
obeh je vidna prevladujoča prisotnost beta-strukture, pri monomeru se delno nakazuje 
vpliv kratke 310 alfa-vijačnice. Tvorbo aktivne lizeninske pore na lipidnih membranah 
smo potrdili s testom hemolize. 
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Lizenin je proteinski toksin iz deževnika Eisenia foetida, ki tvori pore v lipidnih 
membranah (Yamaji-Hasegawa in sod., 2003). Deževnik producira lizenin najprej v 
monomerni, topni obliki. Le-ta se z visoko afiniteto veže na sfingomielin v tarčnih 
membranah (Yamaji-Hasegawa in sod., 1998). Monomeri se nato začnejo združevati v 
urejene oligomere na površini membran, t.i. predpore, ki v določenem trenutku doživijo 
velike konformacijske spremembe, ki omogočijo vgreznjenje dela teh oligomerov v 
membrane in nastanek proteinskih por z osrednjim kanalčkom, ki ima zgradbo β-sodčka 
(Podobnik in sod., 2016; Hereć in sod., 2008). Pora lizenina je sestavljena iz 9 protomernih 
enot. Je ionsko permeabilna in pretežno kationsko selektivna. Zaradi kompaktne zgradbe 
transmembranskega β-sodčka je pora zelo stabilna, ima unikatne biokemijske in strukturne 
lastnosti, kar omogoča njeno uporabo na različnih biotehnoloških področjih. Cilj 
magistrske naloge je bil pridobiti zadostno količino monomerega proteina lizenina v čisti 
obliki in posledično zadostno količino pore za možne nadaljnje analize in vstavitev pore 
lizenina v umetno pripravljene lipidne dvosloje. V laboratoriju smo do sedaj uporabljali 
lizenin, ki je polihistidinsko značko nosil na N-koncu, vendar je med postopki izražanja in 
čiščenja proteina prihajalo do velikih izgub proteina. Ena od možnih rešitev za zmanjšanje 
izgub tekom čiščenja je bila, da sintetiziramo lizenin, ki bi polihistidinsko značko nosil na 
C-koncu, saj je ta glede na trodimenzionalno strukturo proteina nekoliko bolj izpostavljena 
kot N-konec, kar bi omogočilo boljšo čiščenje na afinitetni kromatografiji. Delo smo si 
zastavili tako, da smo najprej izbrali ustrezen plazmidni vektor, ki je omogočal izražanje 
heterolognega proteina v sevih E. coli. Z metodami kloniranja smo v vektor najprej ustavili 
restrikcijsko mesto TEV in gen za divji tip proteina lizenina. Izdelali smo tudi dodatni 
plazmidni vektor, ki je med polihistidinsko značko na C-koncu in mestom TEV nosil še 
distančnik iz 14 aminokislin, kar bi še dodatno izpostavilo histidinsko značko. Sledila je 
optimizacija izražanja novo izdelanih plazmidnih konstruktov in nadaljnjih postopkov 
čiščenja. Namen je bil izboljšati izkoristek celotnega postopka pridobivanja novega 
rekombinantnega lizenina, od izbire ustreznega konstrukta, pogojev izražanja v najbolj 
primernem sevu E. coli, do čiščenja proteina s kromatografskimi metodami, ter izkoristke 
in lastnosti v primerjati z obstoječim konstruktom lizenina z N-končnim histidinskim 
repkom. Kot so pokazali rezultati je imela sprememba pozicije polihistidinskega repka res 
pozitiven vpliv na količino vezanega proteina na nikljeve ione v kromatografski koloni. S 
premikom hisitdinskega repka smo močno povečali izkoristek in na ta način pridobili večjo 
količino proteina lizenina. Tekom poskusa pa smo ugotovili tudi, da do velikih izgub ne 
prihaja zgolj zaradi slabe vezave proteina na kolono, temveč problem predstavlja tudi 
topnost oziroma stabilnost nastalega proteina lizenina v celicah. Drugi cilj naloge je bila 
priprava stabilne pore lizenina, ki bi jo lahko vgradili v lipidni dvosloj, ki vsebuje 
sfingomielin in holesterol. V ta namen smo morali monomeri lizenin očistiti tudi na gelski 
kromatografiji, odstranili pa smo mu tudi polihistidinsko značko s pomočjo TEV proteaze. 
Uspešnost tvorbe pore smo na koncu preverili z merjenjem CD spektra, ki nam omogoča 
določanje sekundarne strukture proteinov. Namreč, monomeri lizenin in pora lizenina se v 
sekundarni sestavi nekoliko razlikujeta in tako lahko iz CD spektra sklepamo na pravilno 
zvitje pore proteina oziroma prisotnost monomerega proteina lizenina. Rezultati CD 
spektoskopije so pokazali, da smo uspešno pridobili pravilno zvito stabilno poro lizenina, 
ki jo lahko tako pripravljeno uporabimo za nadaljnje aplikacije.  
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